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 略語表	
 
本論文で以下の略語を使用した。 
Ad Adenovirus 
CYP Cytochrome P450 
D-PBS Dulbecco’s phosphate buffered saline 
DCF Diclofenac 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
DNA Deoxyribonucleic acid 
DXM Dextromethorphan 
DXO Dextrorphan 
ESI Electrospray ionization 
FBS Fetal bovine serum 
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
HIV Human immunodeficiency virus 
HPLC High performance liquid chromatography 
IC50 Half maximal inhibitory concentration 
IM Intermediate metabolizer 
iPS 細胞 Induced pluripotent stem cells 
IS Internal standard 
Km Michaelis constant 
LC-MS/MS Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
LDR Luciferine detection reagent 
MDZ Midazolam 
MOI Multiplicity of infection 
MRM Multiple Reaction Monitoring 
mRNA Messenger ribonucleic acid 
NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
 ND Not detected 
Opti-MEM Opti-MEM I Reduced-serum medium 
OPZ Omeprazole 
P450 Cytochrome P450 
PCR Polymerase chain reaction 
PFU Plaque forming unit 
PHN Phenacetin 
PM Poor metabolizer 
SD Standard deviation 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
SJW St John's Wort 
SRM Selected reaction monitoring 
TBS-T Tris buffered saline with tween 20 
TCID50 Median tissue culture infectious dose 
TEMED Tetramethylethylenediamine 
UM Ultrarapid metabolizer 
UV Ultraviolet 
Vmax Maximum velocity 
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緒言	
 
	 現在、複数の疾患を合併した患者の治療には、多剤併用療法が広く実施されており、
薬物療法を行う現場において医薬品相互作用は常に起こりうるものと認識しておかな
ければならない。一般に、医薬品相互作用は、その機序から二つに大別される。一つ
は薬物動態学的相互作用、もう一つは薬力学的相互作用である。このうち、薬物動態
学的相互作用は、医薬品の吸収、分布、代謝、排泄の過程において生じる原因によっ
て起こる相互作用であり、特に医薬品の代謝過程にて生じる相互作用の発生頻度が高
い。この代謝過程における相互作用は、併用投与された医薬品が他の医薬品代謝を阻
害および誘導した結果、発生する。阻害による相互作用は、医薬品の血中濃度を増加
させ、毒性・副作用発現を誘発し、逆に、誘導による相互作用は、血中濃度が低下す
ることによって十分な薬効を得らない結果、症状の悪化を引き起こす場合がある。こ
のような相互作用には、様々な薬物代謝酵素が関連しているが、臨床上問題となるケ
ースの大部分に cytochrome P450（CYP、P450）の関与が報告されている 1, 2)。この CYP
分子種の中でも、CYP1A2、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 および CYP3A4 は、その薬
物代謝への寄与率が高く、それぞれ CYP1A2 で 2%、CYP2C9 で 10%、CYP2C19 で 5%、
CYP2D6 で 25〜30%、そして CYP3A4 で 45〜50%であり、5 種の CYP で全体の約 90%
の薬物代謝に関与していることが知られている 3-6)。そのため、代謝阻害に起因する医
薬品間相互作用の多くは、これら 5 つの主要な CYP 分子種を介して発生することが知
られている 7)。例えば、アゾール系抗真菌薬フルコナゾールは、CYP3A4 の基質薬物で
ある鎮静薬ミダゾラム 8, 9) や HIV 治療薬サキナビル 10) の代謝を阻害し、血漿中濃度を
増加させることが知られている。また、プロトンポンプ阻害剤オメプラゾールとベン
ゾジアゼピン系薬物ジアゼパムは、どちらも CYP2C19 で代謝されることから、併用に
よって発生する競合的阻害がジアゼパムの代謝クリアランスを著しく低下させること
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も明らかとなっている 11, 12)。このように CYP の活性阻害に基づく相互作用は、医薬品
の血中濃度上昇に伴う治療効果の変化や重篤な副作用の発現に繋がることがあるため、
安全で効果的な薬物療法を実施する上で考慮すべき重要事項の一つとなっている。近
年では、「医薬品開発と適正な情報提供のための薬物相互作用ガイドライン」がまとめ
られ、医薬品開発段階においても薬物相互作用の適切な評価や体系的な理解を標準化
する指針が示され、新たな取り組みも開始された 13)。 
	 一方、医薬品による薬効および毒性・副作用発現は、個人間で必ずしも一致しない
ため、個人にあった医薬品投与設計が必要とされている。医薬品に対する応答性の個
人差は、複合的要因の関与が考えられているが、薬物代謝酵素をコードする遺伝子の
多様性（遺伝子多型）が、その重要なファクターとなることは明らかである。この薬
物代謝酵素の遺伝子多型の一部は、薬物代謝能の欠如（Poor metabolizer；PM 群）や低
下（Intermediate metabolizer；IM 群）そして、亢進（Ultrarapid metabolizer；UM 群）と
いった表現型と相関することが知られている 14)。オピオイドであるコデインは、
CYP2D6 によりモルヒネに代謝され鎮痛効果を示すが、PM 群では鎮痛効果が小さく 15)、
UM 群においては、モルヒネの血中濃度が上昇し、副作用が発現しやすくなることが
報告されている 16)。また、CYP3A4 遺伝子のバリアントアレルである CYP3A4*20 や
CYP3A4*26 は、CYP3A4 タンパク質の発現低下とそれに伴った代謝能の変化が明らか
になっている 17, 18)。その一方で、CYP3A4 の個人差は、遺伝子多型のみでは説明出来
ないケースが多く、約 100 倍に及ぶ発現量の差が大きな要因となっていることが報告
されている 19, 20)。しかしながら、このような CYP の酵素機能や発現量の差が薬物療法
に影響を与えることは容易に予想される現状においても、医薬品代謝における個人差
を予測するための評価系は未だ確立されていない。 
	 現在、医薬品間相互作用および医薬品代謝の予測には、ヒト由来試料（組織、細胞、
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細胞成分等）を用いた in vitro 試験が積極的に導入され、特に、ヒト初代培養肝細胞が
スタンダードモデルとして広く利用されている 21, 22)。ヒト初代培養肝細胞は、肝細胞
本来の特徴を保持しており、CYP をはじめとする薬物代謝酵素の発現量も高いことか
ら最も信頼性の高いデータを得ることができると考えられている。しかし、この細胞
は、倫理的な観点から日本人をドナーとする試料が入手できないために海外からの輸
入に頼るしかなく、遺伝的背景を考慮した検討を行うことは難しい。もし、CYP 遺伝
子の遺伝的多様性を考慮できる複数のドナー由来細胞を入手できた場合においても、
各ロットには限りがあるため持続的に入手することは非常に困難である。この現状に
おいて、近年、精力的に研究が進められているのが induced puluripotent stem cells（iPS
細胞）の肝細胞への分化誘導である。様々な遺伝的背景を有する iPS 細胞から肝細胞
を作製することが可能となれば、個人差を反映した in vitro 薬物代謝研究を飛躍的に進
歩させる可能性がある。しかしながら、現状では十分な機能を有する肝細胞の樹立に
は至っておらず、培養に要する時間も約 25 日と長期間に及ぶため、実用性やコスト面
など様々な問題から薬物のハイスループット評価系として応用するには、まだ時間が
かかると考えられる 23-26)。 
	 一方、ヒト肝がん由来細胞株 HepG2 細胞は、扱いが容易で継続的な培養維持が可能
であることから、薬物代謝研究で汎用されている 27-29)。この細胞は、各使用施設で性
質の違いが報告されてはいるものの、入手および維持コストともに安価で利用しやす
い特徴を有している。しかし、ヒト初代培養肝細胞と比較して CYP を含む薬物代謝酵
素活性が非常に低く、そのまま薬物代謝研究に使用することができないことが知られ
ている。そのため、現在ではこの問題点を改善するために、リポフェクション法やウ
イルスベクターなど様々な遺伝子導入方法を利用したリコンビナントな薬物代謝酵素
の発現が試みられている 30-32)。中でも、アデノウイルスベクターは、肝細胞へ遺伝子
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導入効率が高く、ウイルス感染量により容易にタンパク質発現量をコントロールする
ことができることから利用価値の高いツールとして用いられている 33, 34)。したがって、
HepG2 細胞とアデノウイルスベクターを利用することで、CYP 分子種の高発現細胞や
複数分子種の同時発現細胞など様々なタイプのCYP発現細胞の作製が可能であるため、
多検体スクリーニングに使用しても一貫性のある評価ができる新規細胞評価系あるい
は薬物代謝における個人差を予測するための細胞評価系への応用が期待される。 
	 そこで、本研究では、HepG2 細胞およびアデノウイルスベクターを用いることで、
簡便かつ低コスト、そしてハイスループット性の高い複数の薬物代謝酵素の同時発現
および個人差を反映させた細胞評価系の構築を最終的な目的とし、種々の検討を行っ
た。第一章において、CYP3A4 発現アデノウイルス（Ad-CYP3A4）を用いて、CYP3A4
活性評価系を構築し、これを煩雑な操作の排除と再現性の高い評価系へと発展させる
ために Ad-CYP3A4 感染細胞の凍結保存を行い、非凍結細胞および in vitro において薬
物代謝酵素の活性阻害研究に汎用されているミクロソームと同様な活性測定を行える
か検討した。第二章では、第一章の発現条件を参考にして CYP2D6 発現アデノウイル
ス（Ad-CYP2D6）を用いて、ハイスループット CYP2D6 活性評価系の構築を試みると
共に、第一章で構築した CYP3A4 活性評価系と併せて、健康食品による CYP2D6 およ
び CYP3A4 活性阻害評価を行った。また、第三章では、阻害を介した相互作用をより
正確かつ総合的に評価することを目的に、医薬品代謝への寄与率が高い主要 CYP 分子
種 5 種類を同時発現させ、さらにヒト初代培養肝細胞と同じ代謝活性が得られるよう
に各 CYP 分子種発現量をコントロールした細胞評価系の構築を行った。さらに、本細
胞評価系の有用性を明らかにするため、健康食品における CYP 活性阻害の大規模スク
リーニングに加え、CYP3A4 等の発現量を様々なパターンに変化させ個人差を模倣し
た CYP 発現細胞を作製し、医薬品代謝研究における有用性について検討を行った。  
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第一章	 凍結アデノウイルス感染細胞を用いた CYP3A4 活性評価系の構築  
第一節	 序論 
 
	 In vitro における薬物代謝研究には、ヒト肝ミクロソーム、ヒト初代培養肝細胞、そ
して HepG2 細胞等が主に用いられている 27-29, 35)。ヒト肝ミクロソームは、主要な CYP
分子種活性を簡便に測定することが可能であることから、薬物代謝活性測定あるいは
活性阻害を介した相互作用を検討する上で、多くの薬物代謝研究に用いられてきた汎
用性の高い研究ツールの一つである。しかし、ミクロソーム画分を用いた in vitro 試験
は、肝細胞の構造的および機能的特徴は破壊されており、直接的な薬物代謝反応に限
定された試験となる。一方、細胞を用いた薬物代謝研究では、細胞内への薬物の移行
の過程が考慮されており、より in vivo に近いと考えられる。中でも、HepG2 細胞はヒ
ト初代培養肝細胞の代替モデルとして薬物代謝研究に汎用されている。しかし、ヒト
初代培養肝細胞と比較するとCYP等の薬物代謝酵素の発現が著しく低いという問題が
ある 27-29)。この問題を解決するために、様々な遺伝子導入法が利用され、リコンビナ
ントの薬物代謝酵素の発現が試みられている。 
	 アデノウイルスによる遺伝子導入法は、効率よく遺伝子を導入することが可能であ
り、薬物代謝酵素の発現機構解析や薬物の代謝活性化による毒性評価、そして iPS 細
胞の肝分化誘導研究に応用されている 36-39)。しかし、実験毎に行う感染操作は、目的
とする遺伝子発現量を一定に保つことが難しく、同系統の実験間および well 間におけ
る実験誤差が生じることが考えられ、医薬品相互作用のハイスループットスクリーニ
ング評価を行う上で障壁になる可能性がある。その一方、アデノウイルスは、過度の
凍結融解や不適切な保存を行わなければ、その機能が保たれることが報告されている
40)。すなわち、アデノウイルスを感染させた細胞の凍結保存においても、アデノウイ
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ルス自体と同様に、その機能が保たれることが推測される。したがって、凍結アデノ
ウイルス感染細胞を同時期に大量作製が可能であれば、一定レベルの CYP 活性を有す
る細胞を長期的に供給可能となり、一貫性のあるデータ収集が可能になると考えられ
る。 
	 そこで本章では、CYP3A4発現アデノウイルス（Ad-CYP3A4）を使用して、Ad-CYP3A4
感染 HepG2 細胞（Ad-CYP3A4 細胞）を作製し、これを凍結保存（freezing Ad-CYP3A4
細胞；fAd-CYP3A4 細胞）することによる CYP3A4 発現量ならびに酵素活性への影響
に対して検討を行った。また、fAd-CYP3A4 細胞の性質を評価することを目的に、現
在、簡便な in vitro 薬物代謝試験に汎用されている Human CYP3A4 + P450 Reductase 
SUPERSOMESTM（リコンビナント CYP3A4 ミクロソーム）と CYP3A4 活性阻害評価
系としての有用性を比較検討した。 
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第二節	 CYP3A4 発現アデノウイルスの感染条件の最適化 
 
	 まず、fAd-CYP3A4 細胞の作製を行うに際し、HepG2 細胞および Ad-CYP3A4 を用い
て Ad-CYP3A4 細胞の作製を行った。 
	 HepG2 細胞を 24-well plate に 1.5 × 105 cells/well（mRNA 発現量の測定）、48-well plate
に 1.0 × 105 cells/well（タンパク質発現量の測定）、96-well plate に 0.5 × 105 cells/well（酵
素活性の測定）となるように播種し、その 24 時間後に Ad-CYP3A4 を 3 multiplicity of 
infection（MOI）、5 MOI、10 MOI および 20 MOI で感染させた。アデノウイルス感染
のネガティブコントロールとして、LacZ 発現アデノウイルス（Ad-LacZ）を使用し、
20 MOI を感染させた。48 時間培養した後に、細胞を回収し、リアルタイム PCR 法に
よりCYP3A4 mRNA発現量を、Immunoblot法によりタンパク質発現を確認した。また、
3 µM Luciferin-IPA（CYP3A4 の基質となる Luciferin 誘導体）含有培地を添加し、1 時
間反応させた後、生成される Luciferin をルシフェラーゼ発光量として測定することで
酵素活性を算出した（P450-GloTM Assay）（Figure 1）。その結果、3 MOI 感染において
CYP3A4 mRNA 発現、酵素活性、タンパク質発現が確認され、いずれも MOI 依存的な
上昇が認められた（Figure 2）。20 MOI 感染において、最も高い酵素活性を示したが、
僅かながら形態学的変化が観察されたため、Ad-CYP3A4 の HepG2 細胞への感染は 10 
MOI が最適な条件であると考えられた。 
 
 
Figure 1. Conversion of P450-GloTM substrate by CYP3A4.  
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Figure 2. MOI-dependent increase of CYP3A4 levels in HepG2 cells infected with Ad-CYP3A4. 
HepG2 cells were seeded in 24-well tissue culture plates at 1.5 × 105 cells per well for real-time PCR, 96-well 
tissue culture plates at 0.5 × 105 cells per well for P450-GloTM assay, and 48-well tissue culture plates at 1.0 × 105 
cells per well for immunoblotting. The next day, the cells were infected with Ad-CYP3A4 (MOI of 3, 5, 10, and 
20) or Ad-LacZ (MOI of 20). After 48 h, mRNA expression (A), enzyme activity (B), and protein levels (C) were 
measured using real-time PCR, P450-GloTM assay, and immunoblotting. Results represent the mean ± SD (n = 3). 
Student’s t-test: **p< 0.01, compared with non-infection cells (0 MOI).  
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第三節	 凍結保存による CYP3A4 発現への影響 
 
	 前節の検討より、Ad-CYP3A4 を 10 MOI 感染の条件下、凍結 Ad-CYP3A4 感染 HepG2
細胞（fAd-CYP3A4 細胞）の作製を試みた。HepG2 細胞を 100 mm dish に 3.0 × 106 cells
となるように播種し、24 時間後に Ad-CYP3A4 を 10 MOI で感染させ、感染 24 時間後
にトリプシンを用いて剥離後、細胞凍結保存液バンバンカーを用いて凍結保存した。
この fAd-CYP3A4 細胞の CYP3A4 発現量ならびに酵素活性について、HepG2 細胞およ
び Ad-CYP3A4 細胞と比較検討を行った。また、凍結保存期間が、CYP3A4 発現量およ
び酵素活性に与える影響についても検討を行った。 
	 fAd-CYP3A4 細胞は、融解後、60 mm dish に播種し、24 時間培養した後に各 plate に
播種した（24-well plate；1.5 × 105 cells/well、48-well plate；1.0 × 105 cells/well、96-well 
plate；0.5 × 105 cells/well）。播種後 24 時間培養し、第二節と同様に各種測定を行った。
Ad-CYP3A4細胞は、第二節と同様にHepG2細胞を播種し、その 24時間後にAd-CYP3A4
を 10 MOI で感染させた。アデノウイルス感染のネガティブコントロールとして、
Ad-LacZ を使用し、10 MOI を感染させた。48 時間培養した後に、第二節と同様に各種
測定を行った。その結果、fAd-CYP3A4 細胞は、顕著な CYP3A4 mRNA 発現、酵素活
性、タンパク質発現が認められた他、これらは Ad-CYP3A4 細胞より有意に高い値を示
した（Figure 3）。さらに、fAd-CYP3A4 細胞を凍結保存後 0、1、2 および 6 ヶ月後に融
解し、CYP3A4 活性を測定した結果、各凍結保存期間において変化は認められなかっ
た（Figure 4）。 
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Figure 3. Comparison of CYP3A4 levels in fAd-CYP3A4 cells and Ad-CYP3A4 cells. 
HepG2 cells were seeded in 24-well tissue culture plates at 1.5 × 105 cells per well for real-time PCR, 96-well 
tissue culture plates at 0.5 × 105 cells per well for P450-GloTM assay, and 48-well tissue culture plates at 1.0 × 105 
cells per well for immunoblotting. The next day, the cells were infected with Ad-CYP3A4 (MOI of 10) or 
Ad-LacZ (MOI of 10). After 48 h, mRNA expression (A), enzyme activity (B), and protein levels (C) were 
measured using real-time PCR, P450-GloTM assay, and immunoblotting. fAd-CYP3A4 cells were seeded in the 
same way as HepG2 cells before 24 h of real-time PCR, P450-GloTM assay, and immunoblotting. Results 
represent the mean ± SD (n = 3). Student’s t-test: **p< 0.01, *p< 0.05. 
 
 
 
Figure 4. Effect of the frozen period on CYP3A4 activity. 
After cryopreservation for 0, 1, 2 and 6 months, fAd-CYP3A4 cells were seeded in 96-well tissue culture plates at 
0.5 × 105 cells per well. After 24 h, enzyme activity was measured using P450-GloTM assay. Results represent the 
mean ± SD (n = 3).  
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第四節	 ケトコナゾールおよびハイパーフォリンによる CYP3A4 活性阻害評価 
 
	 第三節の検討より、fAd-CYP3A4 細胞は Ad-CYP3A4 細胞と同様に CYP3A4 活性を有
することが確認できた。そこで、次に、fAd-CYP3A4 細胞および Ad-CYP3A4 細胞を用
いた細胞評価系と Human CYP3A4 + P450 Reductase SUPERSOMESTM（リコンビナント
CYP3A4 ミクロソーム）を用いて、CYP3A4 の代表的阻害剤であるケトコナゾール（KCZ）
およびハイパーフォリン（セントジョーンズワート；SJW の主成分）による CYP3A4
活性阻害評価系としての比較検討を行った。 
	 fAd-CYP3A4 細胞は、融解後、60 mm dish に播種し、24 時間培養した後に 96-well plate
に 0.5 × 105 cells/well で播種した。さらに、24 時間培養した後、KCZ あるいはハイパー
フォリンを含む 3 µM Luciferin-IPA 含有培地を添加し、1 時間反応させた後、P450-GloTM 
Assay を用いて酵素活性を算出した。Ad-CYP3A4 細胞は、HepG2 細胞を 96-well plate
に 0.5 × 105 cells/well で播種し、その 24 時間後に Ad-CYP3A4 を 10 MOI で感染させた。
48 時間培養した後、fAd-CYP3A4 細胞と同様に酵素活性を算出した。また、リコンビ
ナント CYP3A4 ミクロソームは、KCZ あるいはハイパーフォリンを含む 3 µM 
Luciferin-IPA 含有反応溶液（100 mM リン酸緩衝液、1 fmol/µL リコンビナント CYP3A4
ミクロソーム）を調製し、NADPH 溶液の添加によって反応を開始後、30 分間反応さ
せて活性測定を行った。KCZ は、0.01 µM〜10 µM、ハイパーフォリンは 0.1 µM〜100 µM
となるように培地に添加した。その結果、CYP3A4 活性は、各阻害剤の濃度依存的に
低下した（Figure 5）。この阻害曲線から求めた KCZ の IC50 値はそれぞれ 0.105 µM
（Ad-CYP3A4 細胞）、0.077 µM（fAd-CYP3A4 細胞）、0.096 µM（リコンビナント CYP3A4
ミクロソーム）であった。また、ハイパーフォリンの IC50 値はそれぞれ 6.738 µM
（Ad-CYP3A4 細胞）、9.212 µM（fAd-CYP3A4 細胞）、4.411 µM（リコンビナント CYP3A4
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ミクロソーム）となり、各評価系における IC50 値は、ほぼ同程度であった（Table 1）。 
 
 
 
Figure 5. Inhibition of CYP3A4 activity by ketoconazole (A) and hyperforin (B). 
HepG2 cells were seeded in 96-well tissue culture plates at 0.5 × 105 cells per well prior to 24 h Ad-CYP3A4 
(MOI of 20) infection. After 48 h, enzyme activity was measured using P450-GloTM assay. fAd-CYP3A4 cells 
were seeded in 96-well tissue culture plates at 0.5 × 105 cells per well density before 24 h measurement of enzyme 
activity. Recombinant CYP3A4 microsomes were incubated with ketoconazole or hyperforin before measurement 
of enzyme activity. Results represent the mean ± SD (n = 3). Student’s t-test: **p< 0.01, *p< 0.05, compared 
between Ad-CYP3A4 cells and fAd-CYP3A4 cells. ##p< 0.01, #p< 0.05, compared between Ad-CYP3A4 cells 
and recombinant CYP3A4 microsomes. 
 
 
Table 1. IC50 values of CYP3A4 activity using each evaluation systems 
Evaluation systems 
IC50 (µM)※ 
Ketoconazole Hyperforin 
fAd-CYP3A4 cells 0.077 (0.075-0.079) 9.212 (8.19-10.234) 
Ad-CYP3A4 cells 0.105 (0.084-0.126) 6.738 (6.214-7.262) 
Recombinant 
CYP3A4 microsomes 
0.096 (0.091-0.101) 4.411 (4.158-4.664) 
※IC50 values were determined with data shown in Figure 5. 
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第五節	 細胞評価系とリコンビナント CYP3A4 ミクロソーム系における健康食品に 
	 	 	 	 よる CYP3A4 活性阻害比較 
 
	 前節の検討より、fAd-CYP3A4 細胞は、CYP3A4 活性阻害評価に有用であることが確
認できたことから、すでに活性阻害の報告のある健康食品 6 種類（Cat’s Claw、Devil’s 
Claw、Feverfew、Peppermint Oil、Red Clover、Siberian Eleuthero）を用い、これら健康
食品の CYP3A4 阻害作用について、前節同様に細胞評価系とミクロソーム評価系の比
較検討を行った。これら健康食品は、Figure 6 に示した方法で 70%エタノールを用いて
成分抽出を行い、これを各製品の抽出試料とした。 
	 fAd-CYP3A4細胞およびAd-CYP3A4細胞は、第四節と同様のプロトコールで準備し、
健康食品抽出溶液を添加した 3 µM Luciferin-IPA 含有培地を添加後、1 時間反応させた
後、P450-GloTM Assay を用いて酵素活性を算出した。また、リコンビナント CYP3A4
ミクロソームは、健康食品抽出溶液を添加した 3 µM Luciferin-IPA 含有反応溶液を調製
し、NADPH 溶液を添加後、30 分間反応させ、活性測定を行った。健康食品の抽出液
は培地量あるいは反応液量に対して 0.1%、0.25%、1%になるように添加した。その結
果、全ての評価系において各健康食品の添加量依存的な CYP3A4 活性阻害が認められ
た。また、細胞評価系においては、特に Cat’s Claw および Peppermint Oil 抽出液を添加
した時に強い活性阻害が確認された（Figure 7A、B）。一方、リコンビナント CYP3A4
ミクロソームでは、Peppermint Oil を除く、Cat’s Claw、Devil’s Claw、Feverfew、Red Clover、
Siberian Eleutheroの抽出液がCYP3A4活性を強く阻害し、その阻害程度も、fAd-CYP3A4
細胞や Ad-CYP3A4 細胞より高かった（Figure 7C）。  
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Figure 6. Methods for extraction of health foods. 
 
 
 
Figure 7. Inhibitory effect of natural medicines on CYP3A4 activity in Ad-CYP3A4 cells (A), fAd-CYP3A4 
cells (B), CYP3A4 microsomes (C). 
HepG2 cells were seeded in 96-well tissue culture plates at 0.5 × 105 cells per well prior to 24 h Ad-CYP3A4 
(MOI of 20) infection. After 48 h, enzyme activity was measured using P450-GloTM assay. fAd-CYP3A4 cells 
were seeded in 96-well tissue culture plates at 0.5 × 105 cells per well. After 24 h, enzyme activity of CYP3A4 
was measured. Reaction mixture of recombinant CYP3A4 microsomes was incubated with ketoconazole (0.1 µM) 
and test natural medicine compounds. The enzyme activity was measured using P450-GloTM assay. The values of 
enzyme activity in untreated groups were set equal to 100%. Results represent the mean ± SD (n = 3) ND, not 
detected. Student’s t-test: **p< 0.01, *P<0.05, compared with control. 
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Figure 7. Inhibitory effect of natural medicines on CYP3A4 activity in Ad-CYP3A4 cells (A), fAd-CYP3A4 
cells (B), CYP3A4 microsomes (C) (continued).   
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第六節	 考察 
 
	 本章では、Ad-CYP3A4 を使用し、簡便かつ再現性の高い CYP3A4 活性評価系の構築
を行った。第二節に示したように、Ad-CYP3A4 を感染させた HepG2 細胞は、MOI 依
存的に CYP3A4 の mRNA 発現量、タンパク質発現量、そして酵素活性の上昇が認め
られた（Figure 2）。しかし、実験毎にアデノウイルス感染を行う場合、操作が煩雑な
上、well 間や実験間において酵素活性の差が現れる可能性が推測できる。したがって、
この問題点に対して、Ad-CYP3A4 細胞を凍結保存することにより、CYP3A4 発現量な
らびに酵素活性に影響が出るか否か検討を行った。その結果、凍結保存後も凍結前の
酵素活性を維持している上、長期保存でもその活性の低下が認められなかったことか
ら（Figure 3、4）、有用性の高い細胞の作製に成功した。 
	 fAd-CYP3A4 細胞は、Ad-CYP3A4 細胞と同様に CYP3A4 mRNA 発現、タンパク質発
現、酵素活性が確認され、その CYP3A4 タンパク質発現量および活性は、Ad-CYP3A4
細胞よりも高い値を示した（Figure 3）。この要因の一つとして、総培養期間による影
響だと考えられる。fAd-CYP3A4 細胞の作製の際、HepG2 細胞播種から凍結まで 48 時
間、再融解から活性測定まで同様に 48 時間培養しており、総培養時間が 96 時間とな
っている。一方、Ad-CYP3A4 細胞は、HepG2 細胞播種から活性測定まで 72 時間であ
り、fAd-CYP3A4 細胞の方が、総培養時間が 24 時間長くなっているため、これが活性
の差に繋がっていると考えられる。このように細胞の作製方法の違いによって酵素活
性の差が生じる結果となったが、fAd-CYP3A4 細胞の CYP3A4 活性が、凍結融解後も
十分保持されていることは、CYP 活性を有する細胞を安定的に供給する上で重要な成
果であると考える。 
	 次に、fAd-CYP3A4 細胞の CYP3A4 活性阻害評価系への応用を検討することを目的
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に、リコンビナント CYP3A4 ミクロソームを用いた評価系との比較検討を行った。ま
ず、代表的 CYP3A4 阻害剤である KCZ を用いた阻害実験を行った結果、両評価系とも
同程度の IC50 値が得られ、さらに Ad-CYP3A4 細胞を用いた検討とも一致していた
（Figure 5A、Table 1）。また、健康食品として汎用されている SJW の構成成分である
ハイパーフォリンによる CYP3A4 活性阻害検討においても各評価系で同等の IC50 値が
得られた（Figure 5B、Table 1）。一般に、SJW ならびにハイパーフォリンは CYP3A4
を強く誘導することが知られているが、Obach らおよび Komoroski らは、それぞれリ
コンビナント CYP3A4 ミクロソームあるいは初代培養肝細胞を用いて、ハイパーフォ
リンが CYP3A4 活性を強く阻害することを報告しており、本研究と同様の結果が得ら
れている 41, 42)。したがって、fAd-CYP3A4 細胞は、リコンビナント CYP3A4 ミクロソ
ームで得られた結果と類似していることや過去の報告と一致していることから
CYP3A4 活性阻害評価に有用であることが強く示唆された。さらに、fAd-CYP3A4 細胞
とリコンビナント CYP3A4 ミクロソームにおける健康食品による CYP3A4 活性阻害に
ついて比較検討した。fAd-CYP3A4 細胞、Ad-CYP3A4 細胞、リコンビナント CYP3A4
ミクロソーム、どの評価系においても、今回検討した健康食品 6種類（Cat’s Claw、Devil’s 
Claw、Feverfew、Peppermint Oil、Red Clover および Siberian Eleuthero）において、その
程度は異なるが CYP3A4 活性阻害を示した（Figure 7）。これらの健康食品は、既に
CYP3A4 活性を阻害することが報告されており、Cat’s Claw においては、臨床研究によ
って CYP3A4 の基質薬物である HIV 治療薬の代謝を阻害し、その薬物治療に影響を与
えることが明らかにされている 43)。また、Devil’s Claw、Feverfew、Peppermint Oil、お
よび Red Clover が、CYP3A4 を含む薬物代謝酵素の阻害剤であることも報告されてい
る 44)。これらの報告については、今回検討した評価系全てで再現ができたが、Peppermint 
Oil を除いた健康食品抽出溶液において、リコンビナント CYP3A4 ミクロソームの方が
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細胞評価系よりも強く CYP3A4 活性が阻害される傾向が認められた。Englund らは、
肝ミクロソームを用いたミダゾラム代謝における elacrider の IC50 値が、初代培養肝細
胞における IC50 値よりも低いことを報告しており、この理由として阻害剤の膜透過性
が原因である可能性を説明している 45)。通常、薬物を投与した場合、肝細胞への到達
には必ず細胞膜の透過が必要になる。しかしながら、肝ミクロソームは、細胞が破壊
されていることから、その過程は存在しない。そのため、本研究結果および過去の報
告のように、ミクロソームを用いた評価の方が阻害剤の影響を受けやすい可能性が考
えられた。したがって、今回作製した fAd-CYP3A4 細胞あるいは Ad-CYP3A4 細胞は、
ミクロソームと比較して、細胞内への薬物の膜透過性を反映した評価系であることか
ら、より正確な CYP3A4 活性阻害の評価を行うツールとして有用であることが示唆さ
れた。 
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第二章	 ハイスループット CYP2D6 活性評価系の構築と健康食品による CYP 
	 	 	 	 活性阻害評価の網羅的解析 
第一節	 序論 
 
	 近年における健康志向の高まりから、「いわゆる健康食品」（健康食品）を服用する
人が急増している。健康食品は、健康の保持増進に役立つ食品として販売・利用され
ているが、健康増進法に定めている保健機能食品（特定保健用食品、栄養機能食品お
よび機能性表示食品）を除いて、法律上の明確な定義および規制がなく、安全性や有
効性に関する情報が乏しい。実際、CYP を介した健康食品と医薬品との相互作用につ
いて数多くの報告がなされている。中でも、抗うつ効果を有する SJW は、CYP3A4 の
誘導を引き起こし、その代表的な基質薬物である免疫抑制薬シクロスポリン 46)、心不
全治療薬ジゴキシン 47)、HIV 治療薬インジナビル 48) など、複数の医薬品と相互作用を
起こすことが報告されている。また、SJW は、短期間暴露により、CYP3A4 を阻害す
ることも明らかになっており、第一章で構築した fAd-CYP3A4 細胞においても、
CYP3A4 活性阻害が確認されている。さらに、グレープフルーツジュースやイチョウ
葉エキスによっても、カルシウム拮抗薬や鎮静薬ミダゾラムの CYP3A4 による代謝阻
害を介して、その血中濃度を上昇させることが報告されている 49-56)。 
	 一方、CYP2D6 は、抗うつ薬パロキセチン 57) やフルボキサミン 58)、乳癌治療薬タモ
キシフェン 59)、オピオイドやその誘導体であるコデイン 60) やデキストロメトルファン
61) など、臨床上、主要な医薬品の代謝に関与している。この CYP2D6 を介した医薬品
間の相互作用については、タモキシフェンの CYP2D6 による代謝活性化をパロキセチ
ンが阻害することなどが知られている 62)。また、近年では、うつ病の薬物療法におい
て約 25%の患者が CYP2D6 により代謝される、あるいは CYP2D6 を阻害する医薬品を
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併用していることが報告されており 63)、この CYP2D6 を介した相互作用は、副作用発
生に起因したアドヒアランスの低下に繋がることも示唆されている。しかしながら、
CYP3A4 に次いで薬物代謝に寄与する割合が多い CYP2D6 を介した健康食品と医薬品
の相互作用に関する情報は、イチョウ葉、朝鮮人参、SJW など一部のハーブ類におい
て、その成分あるいは抽出物が CYP2D6 活性を阻害することが報告されているに過ぎ
ず 55)、CYP2D6 を介した医薬品代謝において健康食品が及ぼす影響に関する情報は十
分とは言えない状況にある。 
	 そこで、本章では、第一章で確立した条件を基に、CYP2D6 発現アデノウイルス
（Ad-CYP2D6）を使用して、Ad-CYP2D6 感染 HepG2 細胞（Ad-CYP2D6 細胞）を作製
し、健康食品による CYP2D6 活性阻害情報を収集することに加え、ハイスループット
性の高い評価系の構築を試みた。また、本章の検討において、CYP2D6 活性評価は、
まず、分析装置として汎用性が高い HPLC を用いて検討を行った。しかしながら、HPLC
による分析において、健康食品に由来する夾雑ピークが複数の製品で認められたこと
から正確な評価ができない可能性を考慮して、LC-MS/MS による評価系も併せて確立
し、Figure 8 に示すストラテジーにしたがって検討を行った。さらに、第一章で樹立し
た fAd-CYP3A4 細胞を用いて健康食品による CYP3A4 活性阻害についても同様に検討
し、ハイスループットスクリーニング系への発展性を検討した。 
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Figure 8. Strategy of evaluation for inhibition of CYP2D6 activity by the health foods. 
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第二節	 CYP2D6 発現アデノウイルスを用いた CYP2D6 活性発現系の構築 
 
	 まず、HepG2 細胞および Ad-CYP2D6 を用いて Ad-CYP2D6 細胞の作製を行った。 
	 HepG2 細胞を 48-well plate に 1.0 × 105 cells/well で播種し、その 24 時間後に
Ad-CYP2D6 を 1 MOI、3 MOI、10 MOI および 30 MOI で感染させた。24 時間培養した
後、CYP2D6 の基質であるデキストロメトルファン（DXM）20 µM 含有培地を添加し、
3 時間反応させた。その後、培地を回収し、HPLC を用いてデキストロルファン（DXO）
の生成量を測定した。その結果、Ad-CYP2D6 の MOI 依存的な CYP2D6 活性の上昇が
認められた（Figure 9）。また、Ad-CYP2D6 の 10 MOI、30 MOI 感染 HepG2 細胞におい
ては僅かながら形態学的変化が観察されたため、Ad-CYP2D6 の HepG2 細胞への感染
は 3 MOI が最適な条件であると考えられた。 
 
   
 
Figure 9. MOI-dependent increase of CYP2D6 activity in HepG2 cells infected with Ad-CYP2D6. 
HepG2 cells were seeded in 48-well tissue culture plates at 1.0 × 105 cells per well a day before adenovirus 
infection. The cells were infected with Ad-CYP2D6 (MOI of 1, 3, 10, and 30). After 24 h, the cells were 
incubated with 20 µM dextromethorphan for 3 h. Then medium was collected and metabolite was analyzed by 
HPLC. Results represent the mean ± SD (n=3). ND, not detected.  
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第三節	 CYP2D6活性発現系を用いた酵素速度論的解析	
 
	 前項の検討より、CYP2D6 の活性を確認できたことから、十分な活性と形態学的変
化が認められなかった Ad-CYP2D6 の 3 MOI 感染を用いて DXM 代謝の酵素速度論的
解析を HPLC および LC-MS/MS を用いて行った。 
	 HepG2 細胞を 48-well plate に 1.0 × 105 cells/well で播種し、24 時間後に Ad-CYP2D6
を 3 MOI で感染させた。24 時間培養した後に、DXM を 0.5 µM〜80 µM 含有する培地
を添加し、3 時間反応させた。その後、培地を回収し、HPLC および LC-MS/MS を用
いて活性測定を行った。その結果、CYP2D6によるDXMの代謝速度は、Michaelis-Menten
の式に従い（Figure 10）、Hanes Woolf の式を用いて Km 値および Vmax を算出したと
ころ、HPLC を用いた検討では 6.23 µM および 13.10 pmol/well/hr、LC-MS/MS を用いた
検討では 4.03 µM および 14.45 pmol/well/hr となり、両解析においてほぼ同様の値とな
った。 
 
 
Figure 10. Michaelis-Menten analysis of dextromethorphan metabolism in HepG2 cells infected with 
Ad-CYP2D6. 
HepG2 cells were seeded in 48-well tissue culture plates at 1.0 × 105 cells per well a day before adenovirus 
infection. The cells were infected with Ad-CYP2D6 at 3 MOI. After 24 h, the cells were incubated with 
dextromethorphan (0.5 µM, 1.0 µM, 2.0 µM, 5.0 µM, 10 µM, 20 µM, 40 µM, or 80 µM) for 3 h. Then medium 
was collected and metabolite was analyzed by HPLC (A) or LC-MS/MS (B). Results represent the mean ± SD 
(n=3).  
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第四節	 CYP2D6 活性発現系を用いたキニジンによる活性阻害評価 
 
	 次に、CYP2D6 の代表的な阻害剤であるキニジン（QND）による CYP2D6 活性阻害
について、前節同様、HPLC および LC-MS/MS を用いて検討を行った。 
	 第三節と同様に、細胞の播種および Ad-CYP2D6 の感染を行った。24 時間培養した
後、0.005 µM〜5 µM の QND を含む 20 µM DXM 含有培地を添加し、3 時間反応させ
た後、培地を回収し、HPLC および LC-MS/MS を用いて活性測定を行った。その結果、
CYP2D6 の代謝活性は、QND 濃度依存的に低下した（Figure 11）。Figure 11 の阻害曲
線から求めた IC50 値は、HPLC、LC-MS/MS を用いた両検討において共に 0.28 µM とな
った。 
 
 
 
Figure 11. Inhibition effect of quinidine on dextromethorphan metabolism in HepG2 cells infected with 
Ad-CYP2D6. 
HepG2 cells were seeded in 48-well tissue culture plates at 1.0 × 105 cells per well a day before adenovirus 
infection. The cells were infected with Ad-CYP2D6 at 3 MOI. After 24 h, the cells were incubated with 20 µM 
dextromethorphan in the presence of quinidine (0.005 µM, 0.01 µM, 0.025 µM, 0.05 µM, 0.1 µM, 0.25 µM, 0.5 
µM, 1.0 µM, 2.5 µM, or 5.0 µM) for 3 h. Then medium was collected and metabolite was analyzed by HPLC (A) 
or LC-MS/MS (B). CYP2D6 activity in the absence of quinidine was equal to 100%. Results represent the mean ± 
SD (n=3). 
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第五節	 CYP2D6 活性評価系を用いた健康食品による活性阻害の網羅的ハイスルー 
	 	 	 	 プット解析 
 
	 作製した Ad-CYP2D6 細胞を用いて、健康食品による CYP2D6 代謝活性の阻害効果
について検討を行った。評価対象とした健康食品は、当研究室において調剤薬局の来
局者に対して行ったアンケート調査において、実際に使用が確認された 249 製品中、
今回入手できた 172 製品に対して行った（Table 2）。健康食品は、第一章に示した方法
と同様に 70%エタノールを用いて成分抽出を行い、各製品の抽出試料とした。 
	 まず、健康食品 172 製品の 70%エタノール抽出液について、HPLC を用いた CYP2D6
活性測定条件下において、夾雑ピークが検出されるかの確認を行った。その結果、24
製品の抽出液において夾雑ピークが確認された。したがって、HPLC を用いた検討は、
148 製品を対象とし、LC-MS/MS を用いた検討は、夾雑ピークが確認された 24 製品を
対象とした。 
	 第三節と同様に、細胞の播種および Ad-CYP2D6 の感染を行った。24 時間培養した
後、健康食品の抽出液を 0.5%含む 20 µM DXM 含有培地を添加し、3 時間反応させた。
その後、培地を回収し、HPLC および LC-MS/MS を用いて活性測定を行った。HPLC
を用いた検討の結果、ダイエット-65、ダイエット-66、ウコン-125 の 3 製品で CYP2D6
の活性阻害が認められ、その残存活性は約 50%であった（Figure 12A）。また、LC-MS/MS
を用いた検討の結果、コラーゲン-152、にんにく-160、その他-168 の 3 製品で CYP2D6
の活性阻害が認められ、その程度は QND と同レベルであった（Figure 12B）。これら 6
製品において、健康食品の抽出液を 0.1%、0.2%、0.5%となるように添加して再評価を
行った結果、いずれの製品においても、添加量依存的な CYP2D6 活性阻害が認められ
た（Figure 13）。 
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Table 2. List of health foods. 
製品分類 
使用が確認 
された製品数 
入手 
できた製品数 
1 ビタミン系 26 19 
2 グルコサミン系（コラーゲン含有も含む） 23 11 
3 コラーゲン系（サメ軟骨も含む） 23 12 
4 ミネラル系 20 14 
5 植物系 18 6 
6 イソフラボン系 11 10 
7 ダイエット系 11 9 
8 にんにく系（セサミン含有も含む） 11 10 
9 ルテイン・ベリー系 11 11 
10 青汁系 10 10 
11 アミノ酸系 9 6 
12 クロレラ・スピリルナ系（藻類系も含む） 9 7 
13 乳酸菌系（微生物系も含む） 7 5 
14 その他 7 3 
15 牡蠣系（甲殻類系含む） 6 3 
16 酢系 6 6 
17 コエンザイム Q10（CoQ10）系 5 4 
18 ウコン系 5 4 
19 ドコサヘキサエン酸（DHA）系 4 3 
20 ビタミン・ミネラル系 4 3 
21 酵素系 4 1 
22 セサミン系 3 3 
23 野菜系 3 3 
24 ローヤルゼリー系 3 3 
25 動物系 3 1 
26 茶系 3 1 
27 セントジョーンズワート（SJW）系 2 2 
28 α-リポ酸系 2 2 
総数 249 172 
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Figure 12. Assessment of CYP2D6 inhibition by health foods in HepG2 cells infected with Ad-CYP2D6. 
HepG2 cells were seeded in 48-well tissue culture plates at 1.0 × 105 cells per well a day before adenovirus 
infection. The cells were infected with Ad-CYP2D6 at 3 MOI. After 24 h, the cells were incubated with 20 µM 
dextromethorphan in the presence of health food extraction for 3 h. Then medium was collected and metabolite 
was analyzed by HPLC (A) or LC-MS/MS (B). CYP2D6 activity in the absence of quinidine was equal to 100%. 
Results represent the mean ± SD (n=3). 
 
 
Figure 13. Dose-dependent inhibition of CYP2D6 activity by health foods in HepG2 cells infected with 
Ad-CYP2D6. 
HepG2 cells were seeded in 48-well tissue culture plates at 1.0 × 105 cells per well a day before adenovirus 
infection. The cells were infected with Ad-CYP2D6 at 3 MOI. After 24 h, the cells were incubated with 20 µM 
dextromethorphan in the presence of health food extraction (0.1%, 0.2%, or 0.5%) or 0.2 µM quinidine for 3 h. 
Then medium was collected and metabolite was analyzed by HPLC or LC-MS/MS. CYP2D6 activity in the 
absence of quinidine was equal to 100%. Results represent the mean ± SD (n=3). Student’s t-test: **p< 0.01, *p< 
0.05, compared between control.  
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第六節	 fAd-CYP3A4 細胞を用いた健康食品による活性阻害の網羅的解析 
 
	 本節では、第一章で確立した fAd-CYP3A4 細胞を用いて、前節で用いた健康食品 172
製品による CYP3A4 代謝活性の阻害効果について検討を行った。 
	 fAd-CYP3A4 細胞は、融解後、60 mm dish に播種し、24 時間培養した後に 96-well plate
に 0.5 × 105 cells/well で播種した。さらに、24 時間培養した後に、健康食品の抽出液を
0.5%含む 3 µM Luciferin-IPA 含有培地を添加し、P450-GloTM Assay を用いて酵素活性を
算出した。その結果、ビタミン-18、コラーゲン-152、ミネラル-39、ミネラル-51、植
物-57、ダイエット-65、ダイエット-66、ダイエット-67、ダイエット-70、にんにく-75、
にんにく-160、その他-168、ウコン-124、ウコン-125、セサミン-135、セサミン-136、
セサミン-172、SJW-145、SJW-146 の 19 製品において CYP3A4 酵素活性の 50%以上の
阻害が認められた（Figure 14）。また、これら 19 製品において、健康食品の抽出液を
0.1%、0.2%、0.5%となるように添加して再評価を行った結果、いずれの製品において
も、添加量依存的な CYP3A4 活性阻害が認められた（Figure 15）。 
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Figure 15. Dose-dependent inhibition of CYP3A4 activity by health foods in fAd-CYP3A4 cells. 
fAd-CYP3A4 cells were seeded in 96-well tissue culture plates at 0.5 × 105 cells per well. After 24 h, enzyme 
activity of CYP3A4 was measured in the presence of health food extraction (0.1%, 0.2%, or 0.5%) or 0.1 µM 
ketoconazole. The enzyme activity was measured using P450-GloTM assay. The values of enzyme activity in 
untreated groups were set equal to 100%. Results represent the mean ± SD (n = 3). Student’s t-test: **p< 0.01, 
*p< 0.05, compared between control. 
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Figure 15. Dose-dependent inhibition of CYP3A4 activity by health foods in fAd-CYP3A4 cells (continued).  
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第七節	 考察 
 
	 本章では、ハイスループット化した活性評価系の作製を目的とし、CYP2D6 活性評
価系（Ad-CYP2D6 細胞）の構築を行った。この Ad-CYP2D6 細胞は、MOI 依存的な
CYP2D6 活性の上昇が認められ（Figure 9）、さらに、医薬品 DXM 代謝における酵素速
度論的解析および QND による CYP2D6 活性阻害評価において算出した Km 値や IC50
値がこれまでの報告値とほぼ同等の値を示した（第三、四節）。以上の結果から、本評
価系は、CYP2D6 活性の評価系として、十分使用できることが示された。 
	 次に、Ad-CYP2D6 細胞および fAd-CYP3A4 細胞を用いてアンケート調査をもとに入
手した健康食品 172 製品について各酵素活性に対する阻害効果の評価を行った。まず、
初期スクリーニングとして健康食品抽出液 0.5%を添加して検討した結果、ダイエット
系健康食品 2 製品、ウコン系健康食品 1 製品、コラーゲン系健康食品 1 製品、にんに
く系健康食品 1 製品、その他 1 製品の 6 製品において、CYP2D6 および CYP3A4 の両
酵素活性の阻害が認められた（Figure 12、14）。また、CYP3A4 活性阻害は、これら 6
製品以外に、13 製品においても認められた（Figure 14）。次に、これらの健康食品につ
いて、各抽出液の添加量依存的な CYP2D6 および CYP3A4 活性に対する阻害作用につ
いて検討した結果、いずれの製品においても添加量依存的な活性の阻害が認められた
ことから（Figure 13、15）、これら健康食品の利用は、薬物相互作用を惹起する可能性
が示唆された。 
	 CYP2D6 および CYP3A4 活性を阻害した 6 製品の主成分は、ダイエット系健康食品
が 2 製品ともコレウス・フォルスコリ末（10%フォルスコリン含有）、ウコン系健康食
品がクルクミン、コラーゲン系健康食品はコラーゲン、にんにく系健康食品はアリシ
ンやスコルジン、そしてその他の健康食品はプロポリスである。ダイエット系健康食
 34 
品に含まれるコレウス・フォルスコリ末は、マウスおよびヒトの in vitro 試験において
CYP2C活性を阻害することや 64)、マウスを用いた in vivo試験においてCYP1A、CYP2B、
CYP2C、CYP3A 活性を誘導することを報告されているが 65, 66)、活性阻害に関しての報
告は少ない。この活性誘導には、コレウス・フォルスコリ末の主成分であるフォルス
コリン以外の成分の関与が示唆されているが 67)、未同定であることから、今回の活性
阻害においてもコレウス・フォルスコリ末に含まれる未同定の物質の関与が考えられ
る。また、クルクミンは、in vivo あるいは in vitro 試験において CYP 活性を阻害する
ことがすでに報告されており、CYP2D6 および CYP3A4 活性も阻害されることが明ら
かになっている 68)。本検討において、阻害が認められたウコン系健康食品は、今回検
討を行った 4 製品の中でもクルクミン含量の多い秋ウコンの配合量が高いことから、
その主たる成分であるクルクミンによって活性が阻害された可能性が高いと考えられ
た。一方、にんにく系健康食品については、それに含まれるにんにく末が、in vitro 試
験において、CYP2C9 活性を阻害することや 69)、CYP3A4 および CYP2D6 活性には影
響を及ぼさないことが報告されている 69, 70)。本検討では、にんにく系健康食品は
CYP2D6 および CYP3A4 活性を阻害していることから、これまでの報告と一部一致し
ないものとなった。コラーゲン系健康食品においては、コラーゲンに加えて、マリア
アザミエキスを含有しており、この成分が CYP2D6 や CYP3A4 を含む CYP 活性を阻
害することが報告されている 71)。そのため、今回の検討において認められた活性阻害
はこの成分による可能性が考えられた。その他（プロポリス含有）については、CYP
活性に対する影響を検討した例がほとんどないことから、阻害成分については不明で
あり、今後明らかにしていくことが必要である。また、セサミン系健康食品および SJW
系健康食品は、今回検討した製品全てに CYP3A4 活性阻害が認められた。このセサミ
ン系健康食品の主要成分セサミンは、CYP3A4 を阻害することが報告されている 72)。
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SJW に含まれるハイパーフォリンもセサミンと同様に CYP3A4 を阻害することは明ら
かになっており、過去の報告を支持するものであった。したがって、Ad-CYP2D6 細胞
および fAd-CYP3A4 細胞は、健康食品などの製品や大量の化合物のハイスループット
な CYP 阻害評価スクリーニング系として有用であることが示唆された。 
	 現在、国内で流通している健康食品の多くは、様々な有効成分を含んでいる。健康
食品には医薬品のような規制はなく、製造業者によって原材料や製品に含まれる添加
物などが大きく異なることも考えられる。今回の検討においても、同じカテゴリの製
品間でも活性阻害効果が認められる製品と認められない製品が存在した。したがって、
現時点では、その配合成分にとらわれず各製品自体の CYP 活性への影響を検討する必
要があると考えられる。本評価系を用いて、これら情報を蓄積させることで、医薬品
と健康食品による相互作用を未然に防ぐことに繋がることを期待したい。 
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第三章	 CYP 発現アデノウイルスを用いたヒト肝薬物代謝能模倣細胞の樹立と  
	 	 	 	 活性評価への応用  
第一節	 序論 
 
	 前章までの研究では、fAd-CYP3A4 細胞や Ad-CYP2D6 細胞を作製し、健康食品によ
る両CYP活性への影響を網羅的に評価した。しかし、臨床で使用されている医薬品は、
単一経路で代謝されるものは少なく、多くの場合、CYP3A4 や CYP2D6 に加え、CYP1A2、
CYP2C9 そして CYP2C19 など複数の CYP 分子種や他の代謝酵素が関与している。し
たがって、医薬品相互作用に関する正確な情報を得るためには、各医薬品の代謝経路
を忠実に再現する必要があり、そのためには複数の CYP を介した代謝に対する影響を
同時に評価する必要がある。さらに、薬物代謝能には個人差があり、薬物療法におけ
る薬効・副作用発現に大きく影響している。この薬物代謝酵素の個人差の原因は、主
に遺伝子多型や転写レベルの違いによる発現量の差が要因とされている。CYP 分子種
の中でも、CYP2D6 遺伝子は、特に多型性に富んでおり CYP2D6 代謝能が低い日本人
の 55%において遺伝子多型が確認されている 73)。また、CYP2D6 の遺伝子多型には、
著しく高い代謝能を示す UM 型も存在する 74)。CYP3A4 においては、遺伝的要因に加
え、医薬品、食物、食品添加物や環境汚染物質などの環境的因子、さらに、年齢差や
罹患している疾患等に起因して、その発現量には大きな個人差が報告されている 75)。
したがって、安全な薬物療法の実施あるいは医薬品開発試験にとって、個人差を反映
した薬物代謝評価系の確立が求められている。 
	 現在、薬物代謝研究において、ヒト初代培養肝細胞が最良のモデルとされている。
しかし、遺伝子多型や個人差を考慮しようとした場合、複数のロットを用いた検討が
必要になるため、時間的・経済的負担が大きく現実的には不可能である。CYP2C9 76)
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やCYP2C19 77) およびCYP2D6 78-80) の遺伝子多型による薬物代謝への影響を in vitroで
評価した報告は数多くあるが、それ以外の薬物代謝酵素の発現を考慮した複合的な評
価は行われていない。そのため、複数の薬物代謝酵素による影響を考慮した上に、遺
伝子多型などによる薬物代謝酵素の発現量の個人差を反映した評価系の構築が必要で
あると考えられる。 
	 そこで、本章においては、第一章および二章において確立した評価系の発展型とし
て、CYP3A4 ならびに CYP2D6 の他に肝臓における医薬品代謝において重要な役割を
担う CYP1A2、CYP2C9、および CYP2C19 の主要 CYP 分子種 5 種を同時かつヒト初代
培養肝細胞と同レベルに発現させた細胞の作製を行った。この細胞を用いて第二章で
用いた健康食品による主要 CYP 分子種 5 種の活性への影響を網羅的にスクリーニング
評価した。さらに、アデノウイルスは容易に目的タンパク質の発現を調節できること
から、CYP2D6、CYP3A4 の発現量を変動し、個人差を反映させた細胞の作製を行い、
この細胞を用いて CYP2D6 と CYP3A4 が代謝に関与する乳癌治療薬タモキシフェンの
代謝経路に与える影響について検討を行った。 
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第二節	 肝細胞活性を模倣した CYP 分子種 5 種同時発現細胞（P450 細胞）の構築 
  
	 第一章および第二章に確立した条件を基に、Ad-CYP1A2、Ad-CYP2C9、Ad-CYP2C19、
Ad-CYP2D6 および Ad-CYP3A4 を用いてヒト初代培養肝細胞と同等の活性を示す細胞
の作製を試みた。 
	 まず、HepG2 細胞を 48-well plate に 5.0 × 104 cells/well で播種し、その 48 時間後に
Ad-CYP1A2 を 1、3、5 MOI、Ad-CYP2C9 および Ad-CYP2C19 を 1、2、3 MOI、Ad-CYP2D6
を 0.05、0.1、0.5 MOI、そして Ad-CYP3A4 を 3、5、10 MOI となるようにウイルス溶
液を調製後、感染させた。72 時間培養した後、CYP1A2 の基質であるフェナセチン（PHN）
を 100 µM、CYP2C9 の基質であるジクロフェナク（DCF）を 25 µM、CYP2C19 の基質
であるオメプラゾール（OPZ）を 10 µM、CYP2D6 の基質である DXM を 10 µM、CYP3A4
の基質であるミダゾラム（MDZ）を 10 µM 含有する培地（基質カクテル培地）を添加
し、5 時間反応させた。その後、培地を回収し、LC-MS/MS を用いて各基質薬物の代
謝物の生成量を測定した。その結果、いずれも MOI 依存的な活性の上昇が認められた。
（Figure 16）。また、ヒト初代培養肝細胞は、48-well plate に 8.5 × 104 cells/well となる
ように播種し、6 時間培養した後、基質カクテル培地を添加し、24 時間反応させた。
代謝物の生成量は、同様に LC-MS/MS を用いて測定した。 
	 次に、ヒト初代培養肝細胞と同程度の活性が得られた各アデノウイルスの MOI
（Ad-CYP1A2：5 MOI、Ad-CYP2C9：1 MOI、Ad-CYP2C19：2 MOI、Ad-CYP2D6：0.05 
MOI、Ad-CYP3A4：10 MOI）となるように各ウイルス液を混合調整し、HepG2 細胞に
感染後、同様の方法で活性測定を行った。その結果、得られた CYP 分子種 5 種同時発
現細胞（P450 細胞）は、ヒト初代培養肝細胞と同程度の活性が認められた（Figure 17）。 
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Figure 16. Metabolising activities of CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, and CYP3A4 in HepG2 cells 
infected with each Ad-CYPs. 
HepG2 cells were seeded 48-well tissue culture plates at 0.5×105 cells per well density before 48 h each 
adenoviruses infection (Ad-CYP1A2; 1-5 MOI, Ad-CYP2C9; 1-3 MOI, Ad-CYP2C19; 1-3 MOI, Ad-CYP2D6; 
0.05-0.5 MOI, and Ad-CYP3A4; 3-10 MOI). After 72 h, enzyme activities were measured. Human hepatocotes 
were seeded 48-well tissue culture plates at 8.5×104 cells per well density. After 6 h, the cells were incubated with 
substarate cocktail for 24 h. Then medium was collected and the metabolite was analyzed by LC-MS/MS.Results 
represent the mean ± SD (n=3). ND, not detected. 
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Figure 17. Metabolising activities of CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, and CYP3A4 in P450 cells. 
HepG2 cells were seeded 48-well tissue culture plates at 5.0×104 cells per well density before 48 h each 
adenoviruses infection (Ad-CYP1A2; 5 MOI, Ad-CYP2C9; 1 MOI, Ad-CYP2C19; 2 MOI, Ad-CYP2D6; 0.05 
MOI, and Ad-CYP3A4; 10 MOI). After 72 h, the cells were incubated with substarate cocktail (phenacetin (100 
µM), diclifenac (25 µM), omeprazole (10 µM), dextromethorphan (10 µM), and midazolam (10 µM) ) for 5 h. 
Then medium was collected and the metabolite was analyzed by LC-MS/MS. Human hepatocotes were seeded 
48-well tissue culture plates at 8.5×104 cells per well density. After 6 h, the cells were incubated with substarate 
cocktail for 24 h. Then medium was collected and the metabolite was analyzed by LC-MS/MS. Results represent 
the mean ± SD (n=3). 
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第三節	 P450 細胞を用いた 5 種薬物代謝酵素の同時速度論的解析 
 
	 前節で作製した P450 細胞を用いて、PHE、DCF、OPZ、DXM および MDZ 代謝の酵
素速度論的解析を行った。 
	 HepG2 細胞を 48-well plate に 5.0 × 104 cells/well で播種し、48 時間後に Ad-CYP1A2、
Ad-CYP2C9、Ad-CYP2C19、Ad-CYP2D6 および Ad-CYP3A4 をそれぞれ 5 MOI、1 MOI、
2 MOI、0.05 MOI および 10 MOI となるようにウイルス混合液を調製し、感染させた。
72 時間培養した後に、PHE を 2.5 µM〜100 µM、DCF を 0.5 µM〜20 µM、OPZ および
MDZ を 0.25 µM〜10 µM、そして DXM を 1 µM〜50 µM を含有する培地をそれぞれ調
製および添加し、5 時間反応させた。その後、培地を回収し、LC-MS/MS を用いて活
性測定を行った。その結果、各 CYP による基質の代謝は、Michaelis-Menten の式に従
い、Hanes Woolf の式を用いて Km 値および Vmax を算出したところ、PHE 代謝は 16.57 
µM および 103.09 pmol/h/well、DCF 代謝は 6.27 µM および 243.90 pmol/h/well、OPZ 代
謝は 2.26 µM および 4.49 pmol/h/well、DXM 代謝は 13.21 µM および 1.08 pmol/h/well、
MDZ 代謝は 0.96 µM および 12.17 pmol/h/well であった（Figure 18、Table 3）。 
 
Table 3. Km values for each CYP specific substrare. 
 Substrate Metabolite 
Km (µM) 
P450 cells Reference 
CYP1A2 Phenacetin Acetaminophen 16.57 12.3 81) 
CYP2C9 Diclofenac 4’-Hydroxy diclofenac 6.27 3.4 82) 
CYP2C19 Omeprazole 5’-Hydroxy omeprazole 2.26 4.99 83) 
CYP2D6 Dextromethorphan Dextrorphan 13.21 13.1 84) 
CYP3A4 Midazolam 1’-Hydroxy midazolam 0.96 2.41 56) 
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Figure 18. Michaelis-Menten curve analysis in P450 cells. 
HepG2 cells were seeded 48-well tissue culture plates at 5.0×104 cells per well density before 48 h each 
adenoviruses infection (Ad-CYP1A2; 5 MOI, Ad-CYP2C9; 1 MOI, Ad-CYP2C19; 2 MOI, Ad-CYP2D6; 0.05 
MOI, and Ad-CYP3A4; 10 MOI). After 72 h, the cells were incubated with phenacetin (2.5-100 µM), diclifenac 
(0.5-20 µM), omeprazole (0.25-10 µM), dextromethorphan (1-50 µM), and midazolam (0.25-10 µM) ) for 5 h. 
Then medium was collected and the metabolite was analyzed by LC-MS/MS. Results represent the mean ± SD 
(n=3). 
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第四節	 代表的 5 種阻害剤による P450 細胞における CYP 活性阻害評価 
 
	 本節では、各 CYP の代表的な阻害剤フラフィリン（CYP1A2）、スルファフェナゾー
ル（CYP2C9）、チクロピジン（CYP2C19）、QND（CYP2D6）および KCZ（CYP3A4）
を用いて活性阻害評価の検討を行った。 
	 第三節と同様に、細胞の播種およびウイルス感染を行った。72 時間培養した後、基
質カクテルおよび各阻害剤希釈系を含む基質カクテル培地を添加し、5 時間反応させ
た。その後、培地を回収し、LC-MS/MS を用いて活性測定を行った。フラフィリンは、
0.05 µM〜50 µM、スルファフェナゾール、QND および KCZ は、0.01 µM〜10 µM、そ
してチクロピジンは、0.3 µM〜300 µM となるように添加した。その結果、各 CYP の
代謝活性は、各阻害剤の濃度依存的に低下した（Figure 19）。この阻害曲線から算出し
た IC50 値は、それぞれ 0.69 µM（フラフィリン）、0.59 µM（スルファフェナゾール）、
3.02 µM（チクロピジン）、0.18 µM（QND）、0.12 µM（KCZ）であった（Table 4）。 
 
Table 4. IC50 values for each CYP typical inhibitor. 
 Substrate 
IC50 (µM)※ 
P450 cells Reference 
CYP1A2 Furafylline 0.69 0.79 85) 
CYP2C9 Sulfaphenazole 0.59 0.49 86) 
CYP2C19 Ticlopidine 3.02 1.2 87) 
CYP2D6 Quinidine 0.18 0.22 88) 
CYP3A4 Ketoconazole 0.12 0.12 89) 
※IC50 values were determined with data shown in Figure 19. 
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Figure 19. Effect of typical inhibitors on CYP activity in P450 cells. 
HepG2 cells were seeded 48-well tissue culture plates at 0.5×105 cells per well density before 48 h adenoviruses 
infection (Ad-CYP1A2; 5 MOI, Ad-CYP2C9; 1 MOI, Ad-CYP2C19; 2 MOI, Ad-CYP2D6; 0.05 MOI, and 
Ad-CYP3A4; 10 MOI). After 72 h, enzyme activity was measured. The inhibitors, furafylline (CYP1A2), 
sulfaphenazole (CYP2C9), ticlopidine (CYP2C19), quinidine (CYP2D6), and ketoconazole (CYP3A4), incubated 
with substarate cocktail (phenacetin (100 µM), diclifenac (25 µM), omeprazole (10 µM), dextromethorphan (10 
µM), and midazolam (10 µM) ) for 5 h. Then medium was collected and the metabolite was analyzed by 
LC-MS/MS. Results represent the mean ± SD (n=3). 
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第五節	 P450 細胞を用いた健康食品による活性阻害の網羅的ハイスループット評価 
 
	 第二節から第四節の検討により、P450 細胞は CYP 活性評価系としての有用性が認
められたことから、P450 細胞を用いて健康食品による CYP 分子種 5 種の代謝活性に
対する阻害効果について検討を行った。評価の対象とした健康食品は、第二章（第五、
六節）の検討に用いた 172 製品とした。 
	 第三節と同様に、細胞の播種およびウイルス感染を行った。72 時間培養した後、各
製品の抽出試料を 0.5%含む基質カクテル培地を添加し、5 時間反応させた。その後、
培地を回収し、LC-MS/MS を用いて活性測定を行った。CYP 阻害の判定は、健康食品
未処理群をコントロールとして 50%以上の活性低下を起こしたものを阻害効果を有す
ると判断した。 
	 その結果、1 分子種以上の CYP 活性を阻害した健康食品は、172 製品中 34 製品に認
められた。特に、コラーゲン系健康食品 1 製品、ダイエット系健康食品 2 製品、ウコ
ン系健康食品1製品、その他1製品の計5製品においては、CYP1A2、CYP2C9、CYP2C19、
CYP2D6、および CYP3A4 の 5 種類全ての活性阻害が認められた（Table 5）。また、4
種類の CYP 分子種を同時に阻害した製品は 2 製品（セサミン系）、3 種類を同時に阻害
した製品は 5 製品（コラーゲン系、ダイエット系、ウコン系、および SJW 系）、2 種類
を同時に阻害した製品は 2 製品（ビタミン系及びイソフラボン系）同定し、5 種類の
CYP 分子種のうち、いずれか一つを阻害した健康食品は 20 製品確認された。 
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Table 5. Effect of health food on the CYP activities. 
 
残存活性率（％） 
 
CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4 
ビタミン-1 90.7 100.0 100.0 78.7 69.3 
ビタミン-2 95.4 89.5 100.0 90.1 67.6 
ビタミン-3 62.0 78.6 100.0 68.8 53.7 
ビタミン-4 73.0 8.6 100.0 62.8 64.0 
ビタミン-5 88.7 100.0 100.0 76.0 60.6 
ビタミン-6 100.0 89.1 100.0 78.5 64.0 
ビタミン-7 62.8 85.3 99.4 67.8 54.3 
ビタミン-8 94.4 100.0 100.0 80.2 62.6 
ビタミン-9 100.0 100.0 100.0 93.5 66.9 
ビタミン-10 89.0 100.0 100.0 94.8 59.9 
ビタミン-11 95.1 18.1 100.0 100.0 65.4 
ビタミン-12 99.4 100.0 82.8 100.0 56.8 
ビタミン-13 92.4 23.3 100.0 88.1 65.3 
ビタミン-14 100.0 98.9 100.0 95.8 65.0 
ビタミン-15 38.2 7.3 100.0 62.6 72.6 
ビタミン-16 97.5 89.1 100.0 81.8 62.8 
ビタミン-17 87.9 68.4 100.0 80.5 61.8 
ビタミン-18 84.2 74.5 99.0 74.4 53.1 
ビタミン-149 76.2 71.5 91.2 71.5 64.7 
グルコサミン-19 100.0 100.0 100.0 99.7 83.1 
グルコサミン-20 100.0 73.0 100.0 92.3 78.2 
グルコサミン-21 88.3 69.8 100.0 87.2 72.8 
グルコサミン-22 98.4 80.0 100.0 100.0 74.7 
グルコサミン-23 100.0 79.6 100.0 100.0 80.3 
グルコサミン-24 94.2 82.1 100.0 100.0 75.1 
グルコサミン-25 92.6 80.9 100.0 100.0 76.2 
グルコサミン-26 97.4 75.6 100.0 100.0 78.7 
グルコサミン-27 45.1 83.6 92.4 65.6 56.2 
グルコサミン-28 36.4 70.0 70.2 50.7 53.2 
グルコサミン-150 100.0 100.0 100.0 100.0 79.5 
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Table 5. (continued) 
 
残存活性率（％） 
 
CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4 
コラーゲン-29 96.1 31.8 100.0 81.4 71.4 
コラーゲン-30 100.0 100.0 100.0 98.9 69.8 
コラーゲン-31 100.0 100.0 100.0 86.5 68.3 
コラーゲン-32 100.0 97.3 100.0 94.2 73.1 
コラーゲン-33 100.0 100.0 100.0 96.4 75.3 
コラーゲン-34 100.0 63.0 100.0 80.6 73.1 
コラーゲン-35 100.0 80.9 100.0 89.7 72.4 
コラーゲン-36 61.4 27.7 69.1 46.2 42.2 
コラーゲン-37 97.5 78.5 100.0 79.1 70.1 
コラーゲン-38 100.0 93.0 100.0 79.6 75.9 
コラーゲン-151 98.9 80.2 100.0 90.1 71.4 
コラーゲン-152 26.3 8.0 30.4 35.6 26.6 
ミネラル-39 52.3 41.5 100.0 100.0 70.1 
ミネラル-40 100.0 100.0 100.0 94.6 80.4 
ミネラル-41 99.0 100.0 100.0 91.9 68.7 
ミネラル-42 90.6 100.0 100.0 84.4 72.7 
ミネラル-43 95.1 94.3 100.0 83.4 69.6 
ミネラル-44 92.9 100.0 100.0 82.3 71.9 
ミネラル-45 90.4 100.0 100.0 81.9 70.3 
ミネラル-46 81.2 87.5 100.0 67.2 75.1 
ミネラル-47 83.4 96.3 100.0 68.4 78.5 
ミネラル-48 88.7 93.4 100.0 79.4 77.4 
ミネラル-49 97.2 98.0 100.0 70.1 78.8 
ミネラル-50 88.2 90.2 100.0 65.3 75.0 
ミネラル-51 56.8 73.0 100.0 89.7 79.6 
ミネラル-153 83.8 83.7 100.0 59.9 73.7 
植物-52 100.0 88.5 100.0 71.0 72.5 
植物-53 100.0 85.1 100.0 87.4 79.1 
植物-54 100.0 87.4 100.0 63.7 69.9 
植物-55 100.0 93.9 100.0 75.8 77.0 
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Table 5. (continued) 
 
残存活性率（％） 
 
CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4 
植物-56 72.2 69.0 100.0 68.7 71.0 
植物-57 58.1 28.4 63.6 63.5 98.3 
イソフラボン-58 75.3 99.8 100.0 81.3 75.6 
イソフラボン-59 73.2 89.1 100.0 88.4 82.1 
イソフラボン-60 69.1 68.8 100.0 100.0 69.4 
イソフラボン-61 77.2 67.3 100.0 100.0 96.9 
イソフラボン-62 35.7 8.5 100.0 97.4 75.0 
イソフラボン-63 92.6 100.0 100.0 100.0 76.3 
イソフラボン-154 76.4 85.3 100.0 82.1 79.7 
イソフラボン-155 80.2 94.2 100.0 92.8 80.0 
イソフラボン-156 81.8 100.0 100.0 100.0 87.6 
イソフラボン-157 72.5 100.0 100.0 96.3 76.1 
ダイエット-64 99.2 55.3 100.0 59.8 54.8 
ダイエット-65 22.3 3.8 32.4 34.7 23.9 
ダイエット-66 24.2 3.4 20.4 19.7 17.1 
ダイエット-67 76.5 44.3 100.0 77.6 55.1 
ダイエット-68 77.4 46.3 99.1 75.8 55.3 
ダイエット-69 94.7 48.5 100.0 68.2 60.0 
ダイエット-70 49.1 19.0 68.4 65.3 40.2 
ダイエット-158 76.4 55.4 100.0 77.1 63.2 
ダイエット-159 100.0 58.0 100.0 88.7 81.8 
にんにく-71 94.1 97.5 100.0 79.9 61.2 
にんにく-72 100.0 92.4 100.0 90.5 70.4 
にんにく-73 95.9 89.7 100.0 90.0 66.3 
にんにく-74 100.0 68.6 100.0 85.4 64.6 
にんにく-75 89.5 71.0 100.0 67.2 52.7 
にんにく-76 96.9 71.0 100.0 70.9 61.5 
にんにく-77 96.4 90.7 100.0 76.0 57.9 
にんにく-78 66.0 62.8 100.0 73.5 63.9 
にんにく-79 95.7 65.5 96.4 85.7 57.4 
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Table 5. (continued) 
 
残存活性率（％） 
 
CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4 
にんにく-160 45.2 77.3 100.0 53.4 56.3 
ルテイン・ベリー-80 88.9 100.0 100.0 66.5 66.1 
ルテイン・ベリー-81 90.9 100.0 100.0 81.2 78.4 
ルテイン・ベリー-82 90.6 100.0 100.0 73.9 68.6 
ルテイン・ベリー-83 89.0 91.9 100.0 66.6 65.7 
ルテイン・ベリー-84 81.3 100.0 100.0 59.1 60.1 
ルテイン・ベリー-85 80.0 100.0 100.0 61.7 63.9 
ルテイン・ベリー-86 80.3 100.0 100.0 63.3 63.8 
ルテイン・ベリー-87 84.0 100.0 100.0 60.6 67.9 
ルテイン・ベリー-88 85.2 86.3 100.0 70.9 68.5 
ルテイン・ベリー-161 84.3 100.0 100.0 78.1 68.4 
ルテイン・ベリー-162 71.2 100.0 100.0 66.2 58.2 
青汁-89 100.0 100.0 100.0 82.9 70.2 
青汁-90 100.0 100.0 100.0 87.4 75.5 
青汁-91 74.5 76.8 100.0 88.3 75.5 
青汁-92 100.0 94.4 100.0 91.0 78.3 
青汁-93 100.0 100.0 100.0 92.3 79.3 
青汁-94 100.0 89.7 100.0 100.0 73.1 
青汁-163 100.0 90.4 100.0 100.0 52.8 
青汁-164 100.0 99.7 100.0 91.5 77.4 
青汁-165 100.0 91.5 100.0 84.9 73.7 
青汁-166 100.0 74.2 100.0 100.0 69.2 
アミノ酸-95 100.0 100.0 100.0 100.0 88.4 
アミノ酸-96 81.3 100.0 100.0 75.1 75.9 
アミノ酸-97 62.1 100.0 100.0 80.0 71.3 
アミノ酸-98 84.0 100.0 100.0 94.6 80.4 
アミノ酸-99 69.7 100.0 100.0 66.2 74.0 
アミノ酸-167 78.8 100.0 100.0 73.5 76.6 
クロレラ-100 90.5 74.5 100.0 97.4 76.7 
クロレラ-101 96.1 68.0 100.0 100.0 53.3 
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Table 5. (continued) 
 
残存活性率（％） 
 
CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4 
クロレラ-102 97.9 68.6 100.0 100.0 69.5 
クロレラ-103 97.3 63.2 100.0 100.0 67.7 
クロレラ-104 100.0 100.0 100.0 100.0 89.2 
クロレラ-105 100.0 99.4 100.0 100.0 87.8 
クロレラ-106 87.4 69.0 100.0 100.0 78.6 
乳酸菌-107 100.0 68.9 100.0 95.9 73.7 
乳酸菌-108 100.0 85.7 100.0 100.0 83.5 
乳酸菌-109 100.0 70.7 100.0 96.7 72.3 
乳酸菌-110 100.0 77.0 100.0 92.7 69.8 
乳酸菌-111 100.0 75.8 100.0 89.5 74.2 
その他-112 100.0 77.4 100.0 82.1 68.0 
その他-113 93.4 57.2 100.0 91.2 66.1 
その他-168 7.6 5.3 0.0 20.9 32.5 
牡蠣-114 100.0 100.0 100.0 100.0 74.8 
牡蠣-115 100.0 84.6 100.0 100.0 82.3 
牡蠣-116 100.0 100.0 100.0 100.0 80.9 
酢-117 100.0 82.1 100.0 79.0 73.8 
酢-118 100.0 84.0 100.0 78.7 71.6 
酢-119 100.0 78.0 100.0 88.0 69.7 
酢-169 100.0 46.4 70.8 83.9 59.6 
酢-170 82.6 69.3 78.9 63.0 50.3 
酢-171 78.9 50.4 77.4 54.5 52.2 
CoQ10-120 88.2 78.2 100.0 67.9 61.5 
CoQ10-121 98.1 84.4 100.0 66.0 64.3 
CoQ10-122 83.6 77.2 100.0 63.7 63.4 
CoQ10-123 90.1 75.2 100.0 67.7 63.1 
ウコン-124 47.2 49.4 67.6 66.4 30.2 
ウコン-125 19.2 5.6 10.2 35.4 25.1 
ウコン-126 18.3 70.9 85.7 61.8 57.8 
ウコン-127 84.3 89.8 86.2 61.8 50.4 
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Table 5. (continued) 
 
残存活性率（％） 
 
CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4 
DHA-128 100.0 94.8 100.0 63.9 76.5 
DHA-129 100.0 100.0 100.0 58.9 71.8 
DHA-130 100.0 100.0 100.0 69.9 81.9 
ビタミン・ミネラル-131 49.2 7.3 89.6 71.7 59.0 
ビタミン・ミネラル-132 100.0 96.0 100.0 100.0 74.4 
ビタミン・ミネラル-133 100.0 28.4 100.0 100.0 71.5 
酵素-134 100.0 94.6 100.0 36.6 62.5 
セサミン-135 56.8 12.5 25.6 31.5 31.4 
セサミン-136 58.5 15.7 32.4 43.4 31.0 
セサミン-172 83.0 49.4 62.8 57.3 51.1 
野菜-137 69.8 91.9 100.0 100.0 79.6 
野菜-138 100.0 90.7 100.0 84.8 72.5 
野菜-139 36.8 86.8 97.4 100.0 71.5 
ローヤルゼリー-140 100.0 85.2 100.0 83.2 70.3 
ローヤルゼリー-141 100.0 70.8 100.0 94.3 78.1 
ローヤルゼリー-142 100.0 91.7 100.0 100.0 78.8 
動物-143 88.5 24.6 100.0 88.6 61.5 
茶-144 100.0 100.0 100.0 100.0 77.5 
SJW-145 26.5 31.3 78.0 57.0 32.5 
SJW-146 21.4 22.3 64.3 53.8 29.9 
α-リポ酸-147 91.9 67.7 72.9 71.7 64.3 
α-リポ酸-148 91.5 69.8 91.1 69.7 63.8 
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第六節	 CYP2D6 および CYP3A4 の発現を変動させた P450 細胞のパネル化 
 
	 薬物代謝酵素の発現には個人差が存在することから、本節では、第二節から第四節
にて確立した P450 細胞を基に CYP2D6 および CYP3A4 の活性バランスを変動させ、
個人差を模倣した P450 細胞パネル（個人差 P450 細胞パネル）の作製を試みた。 
	 HepG2 細胞を 48-well plate に 5.0 × 104 cells/well で播種し、48 時間後に Ad-CYP1A2
を5 MOI、Ad-CYP2C9を2 MOI、Ad-CYP2C19を2 MOI、Ad-CYP2D6を0 MOI〜0.3 MOI、
および Ad-CYP3A4 を 0 MOI〜20 MOI となるようにウイルス溶液を混合調整し、感染
させた。72 時間培養した後、基質カクテル培地を添加し、5 時間反応させた。その後、
培地を回収し、LC-MS/MS を用いて活性測定を行った。その結果、CYP2D6 および
CYP3A4 の活性は、各ウイルスの MOI に依存した活性上昇を示した。加えて、他の 3
分子種の活性には、顕著な差は認められなかった。したがって、CYP2D6 および CYP3A4
活性を変動した個人差を模倣した P450 細胞パネルの作製ができたことが示唆された
（Figure 20）。 
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Figure 20. Metabolising activities of each CYP in individuality P450 cells. 
HepG2 cells were seeded 48-well tissue culture plates at 0.5×105 cells per well density before 48 h adenoviruses 
infection (Ad-CYP1A2; 5 MOI, Ad-CYP2C9; 2 MOI, Ad-CYP2C19; 2 MOI, Ad-CYP2D6; 0-0.3 MOI, and 
Ad-CYP3A4; 0-20 MOI). After 72 h, enzyme activities were measured. Each cells were incubeted wuth substarate 
cocktail (phenacetin (100 µM), diclifenac (25 µM), omeprazole (10 µM), dextromethorphan (10 µM), and 
midazolam (10 µM) ) for 5 h. Then medium was collected and the metabolite was analyzed by LC-MS/MS. 
Results represent the mean ± SD (n=3). 
Ad-CYP1A2 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Ad-CYP2C9 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Ad-CYP2C19 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Ad-CYP2D6 - - - - 0.05 0.05 0.05 0.05 0.1 0.1 0.1 0.1 0.3 0.3 0.3 0.3
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Figure 20. Metabolising activities of each CYP in individuality P450 cells (continued). 
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第七節	 個人差 P450 細胞パネルを用いたタモキシフェン代謝測定 
 
	 乳癌治療薬タモキシフェンは、主に CYP2D6 により 4-ヒドロキシタモキシフェンに、
CYP3A4 により N-デスメチルタモキシフェンに代謝され、最終的にエンドキシフェン
に変換される 90)（Figure 21）。これらの代謝物は、タモキシフェンと比較して強い抗腫
瘍効果を示すことが報告されており、中でも二次代謝物であるエンドキシフェンはこ
の効力が強い 91)。本節では前節で作製した個人差 P450 細胞パネルを用いて、CYP2D6
および CYP3A4 発現変動によるタモキシフェン代謝経路への影響を検討した。 
	 第六節と同様に、細胞の播種およびアデノウイルス感染を行った。72 時間培養した
後、10 µM タモキシフェン含有培地を添加し、24 時間反応させた。その後、培地を回
収し、LC-MS/MS を用いて各タモキシフェン代謝物の定量を行った。その結果、
Ad-CYP3A4 の MOI 依存的に 4-ヒドロキシタモキシフェン、N-デスメチルタモキシフ
ェン、エンドキシフェンの生成量が上昇した。しかし、Ad-CYP2D6 の感染量によるタ
モキシフェン代謝物の生成量への影響は認められなかった（Figure 22）。 
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Figure 21. Schematic representation of the primary and secondary metabolism of tamoxifen by the CYP. 
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Figure 22. Effect of tamoxifen metabolism in individuality P450 cells. 
HepG2 cells were seeded 48-well tissue culture plates at 0.5×105 cells per well density before 48 h adenoviruses 
infection (Ad-CYP1A2; 5 MOI, Ad-CYP2C9; 2 MOI, Ad-CYP2C19; 2 MOI, Ad-CYP2D6; 0-0.3 MOI, and 
Ad-CYP3A4; 0-20 MOI). After 72 h, enzyme activities were measured. Each cells were incubeted wuth 10 µM 
tamoxifen for 24 h. Then medium was collected and the metabolite was analyzed by LC-MS/MS. Results 
represent the mean ± SD (n=3). ND, not detected. 
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第八節	 考察 
 
	 本章では、薬物代謝酵素 CYP の主要分子種である CYP1A2、CYP2C9、CYP2C19、
CYP2D6、CYP3A4 の発現アデノウイルスおよび HepG2 細胞を用いて 5 種 CYP 同時活
性評価系を構築し、その評価系を基盤として CYP 活性の個人差を反映させた評価を行
うための細胞パネルの確立を試みた。 
	 第一章、第二章で作製した CYP3A4 および CYP2D6 活性評価系を基盤として、
Ad-CYP1A2、Ad-CYP2C9、Ad-CYP2C19、Ad-CYP2D6、および Ad-CYP3A4 を HepG2
細胞に感染させた結果、それぞれアデノウイルスの MOI 依存的な活性上昇が認められ
た（Figure 16）。次に、各アデノウイルス単独感染時に初代培養肝細胞と同等の活性レ
ベルを示した MOI を選択し、5 種 CYP 同時発現細胞を作製し、LC-MS/MS を用いて酵
素活性の一斉分析を行った。その結果、複数のアデノウイルス感染においても各 CYP
活性は低下することなく初代培養肝細胞と同程度の活性レベルを保持していた（Figure 
17）。この P450 細胞を用いて各 CYP 特異的な基質の酵素速度論解析を行った結果、得
られたKm値はいずれも既存の報告値とほぼ一致するものであった（Figure 18、Table 3）
92, 93)。さらに、P450 細胞を用いて各 CYP 特異的阻害剤による各 CYP 活性への阻害に
ついて検討した結果、フラフィリンによる CYP1A2 活性に対する IC50 値は、0.69 µM、
スルファフェナゾールによる CYP2C9 活性に対する IC50 値は、0.59 µM、チクロピジン
による CYP2C19 活性に対する IC50 値は、3.02 µM、QND による CYP2D6 活性に対する
IC50 値は、0.18 µM、そして、KCZ による CYP3A4 活性に対する IC50 値は、0.12 µM と
算出され、これら IC50 値もこれまでの報告と同等の値になった（Figure 19、Table 4）
92-94)。以上の結果から、P450 細胞は、CYP1A2、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6、およ
び CYP3A4 の主要 CYP 分子種 5 種の活性を初代培養肝細胞と同等のレベルで発現し、
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十分な精度で活性および活性阻害評価を行うことができることが示唆された。次に、
この P450 細胞を用いて第二章で検討した健康食品による CYP 活性阻害同時評価を行
った結果、172 製品中 34 製品において 1 分子種以上の CYP 活性阻害が認められ、検討
した健康食品のうち、19.3%の製品に CYP 活性の阻害能を有する可能性が示唆された
（Table 5）。特に、コラーゲン系健康食品 1 製品、ダイエット系健康食品 2 製品、ウコ
ン系健康食品 1 製品、その他 1 製品の計 5 製品において 5 種類全ての CYP 活性を低下
させることが明らかとなり、これら製品は、前章において CYP2D6 および CYP3A4 活
性阻害が認められた製品の種類およびその程度と一致していた。第一章および第二章
において、単一酵素を対象として作製した CYP3A4 および CYP2D6 活性阻害評価系と
P450 細胞におけるこれらの CYP 分子種に対する影響は同様の結果が得られたことか
ら、複数の CYP 分子種を同時に発現した場合においても正確に評価することが可能で
あることが示唆された。 
	 医薬品代謝には個人差が存在することから、さらなる応用として、P450 細胞を基盤
とした CYP2D6 および CYP3A4 の発現を変動させた個人差 P450 細胞パネルを作製し
（Figure 21）、乳癌治療薬タモキシフェンの代謝物の生成量を測定した。その結果、
CYP3A4 発現量依存的な代謝産物（4-ヒドロキシタモキシフェン、N-デスメチルタモ
キシフェン、エンドキシフェン）の生成量の上昇が認められた（Figure 22）。タモキシ
フェンは、主に CYP3A4 により N-デスメチルタモキシフェンに変換され、その後
CYP2D6 により最終代謝産物のエンドキシフェンへ変換される。タモキシフェン代謝
物は、定常状態において、N-デスメチルタモキシフェンが最も高い血中濃度を占める
ことが報告されており 95)、今回の検討でも、3 種の代謝物のうち、N-デスメチルタモ
キシフェンの生成量が全ての感染条件において最も高かった。また、エンドキシフェ
ンは、タモキシフェンよりも強い抗エストロゲン作用を持つため、CYP2D6 活性の低
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下により、エンドキシフェンへの代謝量が変化し、治療効果に影響を与える可能性が
示唆されている。しかしながら、本検討では、CYP2D6 の発現量による代謝産物への
影響は認められず、CYP2D6 を発現させない細胞においても、エンドキシフェンの生
成が認められた。このエンドキシフェンの生成は、CYP3A4 発現量依存的に増加して
いることから、CYP2D6 活性が低下あるいは欠損している場合は、CYP3A4 や他の CYP
の関与により 4-ヒドロキシタモキシフェン経てエンドキシフェンに変換される経路に
代謝が進むことが考えられた。また、このようにタモキシフェンの副代謝経路に反応
が進む場合、CYP3A4 が低発現においては、他の CYP 分子種（CYP2C9 や CYP2C19）
の関与もあって 4-ヒドロキシタモキシフェンは生成するが、エンドキシフェンは生成
しないことも明らかになった。したがって、タモキシフェンの代謝は、今回、発現量
を中心に再現した個人差のパターンにおいては、CYP2D6 よりむしろ、CYP3A4 の活
性レベルに大きく依存していることが示唆された。しかし、実際の個人差は、今回再
現したモデルよりもさらに多様性に富んでおり、CYP2D6 の遺伝子型は、タモキシフ
ェン治療・再発に影響しないという報告 96-98) や CYP2C9*2 および CYP2C9*3 の保有者
においては、エンドキシフェン代謝量の低下することなども報告されている 99)。今後
は、遺伝子多型を有する CYP 遺伝子の発現や CYP2C9 および CYP2C19 の発現の有無
を再現することで、より個人差を再現したモデルを作製し、代謝バランスの変動が薬
物代謝全体に与える影響を予測可能な評価系構築を目指す。 
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総括  
 
	 現在、in vitro における薬物代謝研究には、薬物代謝活性を含む肝細胞本来の機能を
保持しているヒト初代培養肝細胞が広く利用されている。しかし、医薬品間相互作用
および医薬品代謝の予測をするには、大量のヒト初代培養肝細胞の供給、確保および
費用が必要となり、継続した薬物代謝研究への利用は困難とされている。そこで、本
研究では、肝細胞のモデル細胞として汎用されている HepG2 細胞を用い、複数の薬物
代謝酵素の同時発現および個人差を反映させた細胞評価系の構築を最終目的に各種検
討を行った。第一章では、Ad-CYP3A4 を用いた活性評価系を構築し、そのアデノウイ
ルス感染細胞の凍結保存による活性評価への影響を検討した。その結果、fAd-CYP3A4
細胞は、凍結保存により目的遺伝子の発現に影響を与えず、そのタンパク質および酵
素活性を維持でき、再現性の高い一貫性のあるデータの取得が可能になることを示し
た。これは、本検討により明らかになった新知見である。また、これら細胞評価系と
ミクロソーム評価系による CYP3A4 活性阻害影響について比較検討を行った結果、細
胞評価系は、ミクロソーム評価系とは異なり、細胞内への化合物の膜透過性を反映し
た総合的な阻害評価が可能であることが示唆された。 
	 第二章では、近年、注目されている健康食品と医薬品との相互作用を評価するため
に、うつ病治療薬をはじめとする、臨床上重要な医薬品の代謝に関与している CYP2D6
のハイスループット活性評価系の構築を行い、その評価系ならびに fAd-CYP3A4 細胞
を用いて健康食品による CYP2D6、CYP3A4 活性阻害評価を行った。その結果、健康
食品 6 製品（ダイエット系健康食品 2 製品、ウコン系健康食品 1 製品、コラーゲン系
健康食品 1 製品、にんにく系健康食品 1 製品、その他 1 製品）において、CYP2D6 お
よび CYP3A4 活性の阻害が認められた。これら製品のうち、ウコン系健康食品におい
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ては、すでに CYP 活性阻害が報告されているため、本検討の結果は、それを支持する
ものであり、CYP2D6 細胞ならびに fAd-CYP3A4 細胞の有用性が示唆された。しかし、
一部報告と一致しないものや未報告の製品があったことから、健康食品による CYP 活
性への影響を明確にするには、各種有効成分および添加物単独による詳細な評価が必
要であると考える。 
	 第三章では、主要 CYP 分子種 5 種の活性を初代培養肝細胞に模倣した P450 細胞の
作製を行い、第二章において検討した健康食品による CYP 活性への阻害評価を網羅的
にスクリーニング評価した。その結果、第二章で CYP 活性阻害が確認された 6 製品中
5 製品において、CYP1A2、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6、および CYP3A4 の 5 種類
の全ての CYP 活性を阻害が認められた。したがって、P450 細胞は、単一酵素を対象
として作製した CYP3A4 および CYP2D6 活性阻害評価系と同様の結果が得られたこと
から、複数の CYP 分子種を同時に発現した場合においても正確に評価することが可能
であることが示された。さらに、P450 細胞のさらなる応用として、CYP2D6 および
CYP3A4 活性の個人差を考慮した細胞の構築を行い、乳癌治療薬タモキシフェンの代
謝への影響を検討した。その結果、タモキシフェン代謝は CYP3A4 が大きく関与して
いる可能性が示唆された。CYP2D6 代謝能の低下あるいは欠損している場合には、タ
モキシフェンの副代謝経路に反応が進み、最終代謝物エンドキシフェンに変換されて
いることが示唆された。しかしながら、タモキシフェン代謝には CYP2C9 および
CYP2C19 の遺伝子多型の関与も報告されているため 100)、これら遺伝子多型を有する
CYP 遺伝子の導入および CYP 活性のバランスを変動させた評価を行うことにより、よ
り詳細な代謝酵素による影響を評価することができると考える。 
	 本研究において、アデノウイルスを用いた複数 CYP 同時発現細胞は、LC-MS/MS と
組み合わせることでハイスループット活性評価が可能であり、さらに主要 CYP 分子種
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5 種の活性を初代培養肝細胞に模倣することが可能で、その代謝活性への影響を評価
するための測定系として非常に有用であることが示唆された。また、その発現量を変
動させることで個人差を反映させた薬物代謝評価が可能であることも明らかとなった。
今後、複数の代謝酵素のバランスを変動させ、より個人差を再現したモデルを作製し、
薬物代謝全体に与える影響を予測可能な評価系を構築することにより、個人にあった
薬物投与設計を行う上での有用な情報提供が可能になると考えられる。 
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実験材料  
 
1. 試薬および材料 
100 mm dish BD Bioscience 
24-well plate BD Bioscience 
48-well plate BD Bioscience 
60 mm dish BD Bioscience 
96-well plate BD Bioscience 
96-white-well plate BD Bioscience 
1-ヒドロキシミダゾラム（1-OH MDZ） BD GentestTM 
4-ヒドロキシジクロフェナク（4-OH DCF） BD GentestTM 
Human CYP3A4 + P450 Reductase SUPERSOMESTM BD GentestTM 
Additives for hepatocyte culture medium BIOPREDIC 
Additives for hepatocyte seeding medium BIOPREDIC 
Basal hepatic cell medium BIOPREDIC 
Thawing Medium with glucose BIOPREDIC 
ヒト初代培養肝細胞（lot：HEP187170、HEP187625） BIOPREDIC 
10%ウシ胎児血清（FBS） Biowest 
HEK293 細胞 CELL BANK 
HepG2 細胞 CELL BANK 
Hybri-Bag Cosmo Bio 
Immobilon-P Transfer membrane EMD Millipore 
ケトコナゾール（KCZ） LKT Laboratories 
TRI REAGENTⓇ Molucular Research Center 
0.5 M EDTA 溶液（pH 8.0） Nacalai tesque 
1 M トリス-塩酸緩衝液（pH 7.6） Nacalai tesque 
10mg/mL 臭化エチジウム Nacalai tesque 
2-メルカプトエタノール Nacalai tesque 
3-(N-モルホリノ)プロパンスルホン酸（MOPS） Nacalai tesque 
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DEPC 処理水 Nacalai tesque 
F-1 reagent® Nacalai tesque 
N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミン（TEMED） Nacalai tesque 
アクリルアミド Nacalai tesque 
イソプロパノール Nacalai tesque 
カナマイシン Nacalai tesque 
グリシン Nacalai tesque 
グリセロール Nacalai tesque 
グルコース Nacalai tesque 
クロロホルム Nacalai tesque 
ジメチルスルホキシド（DMSO） Nacalai tesque 
ドデシル硫酸ナトリウム（SDS） Nacalai tesque 
トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン（トリス） Nacalai tesque 
トリプシン Nacalai tesque 
トリプトン Nacalai tesque 
ビスアクリルアミド Nacalai tesque 
フェノール Nacalai tesque 
プロテインアッセイ CBB 溶液（5 倍濃縮） Nacalai tesque 
ブロモフェノールブルー Nacalai tesque 
ペルオキソ二硫酸アンモニウム（APS） Nacalai tesque 
モノラウリン酸ポリオキシエチレンソルビタン（Tween 20） Nacalai tesque 
リン酸 Nacalai tesque 
リン酸水素二ナトリウム Nacalai tesque 
リン酸二水素カリウム Nacalai tesque 
リン酸二水素ナトリウム Nacalai tesque 
塩化カルシウム Nacalai tesque 
塩化セシウム Nacalai tesque 
塩化マンガン(Ⅱ)四水和物 Nacalai tesque 
塩酸 Nacalai tesque 
乾燥酵母エキス Nacalai tesque 
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寒天末 Nacalai tesque 
酢酸 Nacalai tesque 
酢酸カリウム Nacalai tesque 
水酸化カリウム Nacalai tesque 
1 kb DNA Ladder New England Biolabs 
AscⅠ New England Biolabs 
NotⅠ New England Biolabs 
PacⅠ New England Biolabs 
Agarese S Nippon Gene 
バンバンカー Nippon Genetics 
dNTP mix（10 mM） Promega 
M-MLV reverse transcriptase Promega 
M-MLV reverse transcriptase 5×Reaction Buffer Promega 
P450-Glo™ CYP3A4 Assay with Luciferin-IPA Promega 
Anti-CYP3A4 antibody：sc-27639 Santa Crus 
Rabbit anti-goat IgG-HRP：sc-2922（抗ヤギ IgG 抗体） Santa Crus 
4-ヒドロキシタモキシフェン Sigma-Aldrich 
CelLyticTM M Sigma-Aldrich 
N-デスメチルタモキシフェン Sigma-Aldrich 
アセトアミノフェン（APAP） Sigma-Aldrich 
ウシ由来アルブミン Sigma-Aldrich 
エンドキシフェン Sigma-Aldrich 
スルファフェナゾール Sigma-Aldrich 
デキストロメトルファン（DXM） Sigma-Aldrich 
デキストロルファン（DXO） Sigma-Aldrich 
ハイパーフォリン Sigma-Aldrich 
フェナセチン（PHN） Sigma-Aldrich 
フラフィリン Sigma-Aldrich 
ultraAMP PCR Plates Sorenson BioScience 
SYBR Premix Ex Taq® TaKaRa bio 
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Antibiotic-Antimyotic（100 ×） Thermo Fisher Scientific 
GATEWAY® LR clonase™ Ⅱ Enzyme MIX Thermo Fisher Scientific 
MagicMark™ XP Western Protein Standard Thermo Fisher Scientific 
MEM-nonessential Amino Acids Solution（100 ×） Thermo Fisher Scientific 
Opti-MEM I Reduced-serum medium（Opti-MEM） Thermo Fisher Scientific 
pAd⁄CMV⁄V5-DEST™ Gateway® Vector Kit Thermo Fisher Scientific 
pENTR™/SD/D-TOPO® Cloning Kit Thermo Fisher Scientific 
SuperSignalTM West Pico Chemiluminescent Substrate Thermo Fisher Scientific 
キニジン（QND） Tokyo Chemical Industry 
タモキシフェン Tokyo Chemical Industry 
テストステロン Tokyo Chemical Industry 
KOD-Plus-Neo TOYOBO 
5-ヒドロキシオメプラゾール（5-OH OPZ） Tronto Research Chemical 
1-ブタノール Wako 
1-ヘキサンスルホン酸ナトリウム Wako 
Dulbecco's phosphate buffer saline (D-PBS） Wako 
Dulbecco’s modified eagle’s medium（DMEM） Wako 
QIAPrep Spin Miniprep Kit Wako 
アセトニトリル Wako 
アンピシリン Wako 
エタノール Wako 
オメプラゾール（OPZ） Wako 
ジクロフェナク Wako 
スキムミルク Wako 
チクロピジン Wako 
ニトラゼパム Wako 
ミダゾラム（MDZ） Wako 
メタノール Wako 
塩化ナトリウム Wako 
塩化ルビジウム Wako 
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過塩素酸（HClO4） Wako 
酢酸（LC/MS 用） Wako 
酢酸エチル Wako 
水酸化ナトリウム Wako 
超純水（LC/MS 用） Wako 
β-NADPH Wako 
Xterra MS C18（2.1 mm × 100 mm、5 µm） Waters 
CAPCELLPACK C18 UG 120 5 µm（4.6 mm i.d. × 250 mm） 資生堂 
シールチューブ 日立工機 
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2. 実験機器 
パワーパック HC（電源装置） Bio-Rad 
ミニトランスブロットセル（Westren blot 転写装置） Bio-Rad 
ミニプロティアン 3 セル（SDS-PAGE 電気泳動装置） Bio-Rad 
Gene Pro Thermal Cycler（PCR 増幅装置） Bioer 
ImageQuant LAS4000（微弱発光検出測定装置） GE Healthcare bio science 
pH METER D-52（pH 測定器） HORIBA 
Mupid-exU（アガロース電気泳動装置） Mupid 
Glomax 96 Microplate Liminometer（化学発光検出装置） Promega 
Cool Thermo Unit CTU-N（アルミブロック恒温槽） TAITEC 
Dry Thermo Unit DTU-N（アルミブロック恒温槽） TAITEC 
Thermal Cycler Dice® TP800（リアルタイム PCR 装置） TaKaRa bio 
Infinite® M1000 PRO（マイクロプレートリーダー） TECAN 
Finnigan TSQ Quantum（LC-MS/MS 分析装置） Thermo Fisher Scientific 
Nano Drop（吸光度検出機） Thermo Fisher Scientific 
Suveyor HPLC system（LC-MS/MS 分析装置） Thermo Fisher Scientific 
MX-305（微量高速冷却遠心機） トミー精工 
CBM-20A（HPLC 分析装置、LC-MS/MS 分析装置） 島津製作所 
CTD-20A（HPLC 分析装置） 島津製作所 
CTO-20A（LC-MS/MS 分析装置） 島津製作所 
LC-20AB（HPLC 分析装置） 島津製作所 
LC-30AD（LC-MS/MS 分析装置） 島津製作所 
LCMS-8040（LC-MS/MS 分析装置） 島津製作所 
SIL-20A（HPLC 分析装置） 島津製作所 
SIL-30AC（LC-MS/MS 分析装置） 島津製作所 
SPD-20A（HPLC 分析装置） 島津製作所 
CP100α（超遠心機） 日立工機 
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実験方法  
 
第一章関連実験 
 
1. 細胞培養 
	 細胞は、CELL BANK から購入した HepG2 細胞、および HEK293 細胞を用い、10%ウシ胎児血清（fetal 
bovine serum；FBS）および Antibiotic-Antimycotic（100 U/ml penicillin G sodium、100 µg/ml streptomycin 
sulfate、0.25 µg/ml amphotericin B；AB）、MEM non-essential Amino Acid Solution、0.45% glucose、2 mM 
L-glutamine 含有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）中で培養した。培養は 37°C、5% CO2、
95% air を気相とし、CO2インキュベーター内で行った。 
 
2. 大腸菌を用いた DNA クローニング 
2-1. コンピテントセルの作製 
	 大腸菌コンピテントセルの作製には塩化ルビジウム法を用いた。すなわち、大腸菌 DH5αを LB 培地
寒天プレートに撒き、37°C で 12 時間培養し得られたシングルコロニーをピックアップし、LB 培地（1%
トリプトン、 0.5%乾燥酵母エキス、1%塩化ナトリウム）4 mL に加え、37°C、12 時間振蕩培養した。
この培養液を LB 培地 300 mL に加え、37°C で振盪培養し、5〜6 時間後に吸光度を測定して、OD600 が
0.4〜0.6 となった時点で 50 mL チューブに 8 本に回収した。これを 4°C、3,500 rpm、15 分間遠心して集
菌し、上清を除去して得られた沈殿に TFB-Ⅰbuffer を 1 本当たり 9 mL 加え、穏やかに懸濁し、90 分間
氷冷した。その後、4°C、2,000 rpm、15 分間遠心して集菌し、TFB-Ⅱbuffer を 1 本当たり 1.2 mL 加え
て懸濁した。これを 100 µL ずつ分注し、-80°C で保存した。 
 
TFB-Ⅰbuffer 
 塩化ルビジウム 1.21 g 
 塩化マンガン(Ⅱ)四水和物 0.99 g 
 酢酸カリウム 0.29 g 
 塩化カルシウム 0.11 g 
以上を適量の精製水に溶解後、0.2 M 酢酸を用いて pH 5.8 とし、グリセロールを 15 mL（最終濃度 15％）
加え、精製水で 100 mL にメスアップしたものをフィルター濾過して用いた。 
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TFB-Ⅱbuffer 
 塩化ルビジウム 0.12 g 
 MOPS 0.21 g 
 塩化カルシウム 0.21 g 
以上を適量の精製水に溶解後、1 M 水酸化カリウムを用いて pH 6.5 とし、グリセロールを 15 mL（最終
濃度 15％）加え、精製水で 100 mL にメスアップしたものをフィルター濾過して用いた。 
 
2-2. 大腸菌の形質転換および培養 
	 -80°C 保存の大腸菌コンピテントセルを氷上にて融解し、これにプラスミド DNA 溶液を加え、60 分
間氷上に静置した。その後 42°C で 90 秒間加温し、直ちに氷冷した。これに LB 培地 1 mL を加え、37°C
で 1 時間培養した。その後、室温、5,000 rpm、5 分間遠心し集菌した。上清を捨て、これに LB 培地 1 mL
を加えて再懸濁した後、抗生物質を含む LB 寒天培地に播種し、37°C で 12〜15 時間培養した。得られ
たシングルコロニーをピックアップし、抗生物質を含む LB 培地 5 mL に添加し、37°C で 12 時間培養し
た。 
 
2-3. アルカリ SDS 法によるプラスミドの抽出 
	 プラスミドの抽出は、QIAPrep Spin Miniprep Kit を使用した。培養した大腸菌を室温、3,500 rpm、10
分間遠心し、集菌した大腸菌沈渣を Buffer P1 250 µL で懸濁し、これに Buffer P2 250 µL を加え、転倒混
和にて菌の溶解を行った。次に、Buffer N3 350 µL を加え、転倒混和後、室温、13,000 rpm、10 分間遠心
分離を行い、この上清 800 µL を QIAprep spin column に添加し、室温、13,000 rpm、1 分間遠心した。こ
れに Buffer PB を 500 µL 加え、室温、13,000 rpm、1 分間遠心、さらに Buffer PE を 750 µL 加え、室温、
13,000 rpm、1 分間遠心後、この column を新しいマイクロチューブに移し、滅菌精製水 50 µL 加え、室
温、13,000 rpm、1 分間遠心分離することにより、プラスミドを溶出した。 
 
2-4. 塩化セシウム密度勾配超遠心法 
	 プレートで増殖させて得たシングルコロニーをアンピシリン（50 µg/mL）含有 LB 培地 2 mL で 37°C、
8 時間、振盪培養した。この大腸菌培養液をアンピシリン（50 µg/mL）含有 LB 培地 1,000 mL に移植し、
37°C、16 時間、振盪培養した。得られた大腸菌培養液を 3,500 rpm、10 分間、遠心分離して集菌し、上
清を除去した。この大腸菌沈渣は、アルカリ溶液-Ⅰ10 mL で懸濁した後、アルカリ溶液-Ⅱ20 mL およ
びアルカリ溶液-Ⅲ 20 mL の順に添加し、転倒混和した。その後、3,500 rpm、15 分間遠心分離し、上清
 72 
40 mL を回収した。回収した上清と同量のイソプロパノールを添加し、転倒混和した後、3,500 rpm、15
分間遠心分離した。上清を除去した後、氷冷した 70%エタノールを 5 mL 添加し、転倒混和した後、3,500 
rpm、10 分間遠心分離した。次に上清を除去後、風乾し、TE buffer 4 mL で溶解した。続いて、フェノ
ール・クロロホルム溶液を 4 mL 添加し、4°C、3,500 rpm、5 分間遠心分離した。次に、上清を回収し、
同量のクロロホルムを添加した後、4°C、3,500 rpm、5 分間遠心分離した。続いて、回収した上清 4 mL
に、塩化セシウム粉末 4 g を加え、さらに 10 mg/mL の臭化エチジウム溶液を 50 µL 加えた。これをシー
ルチューブに移し、50%（w/v）塩化セシウム溶液を用いて、シールチューブ内を満たし、チューブシー
ラーにてシールした。超遠心機を用いて、20°C、85,000 rpm で 4 時間遠心後、得られた DNA バンドを
2.5 mL シリンジを用いて回収した。この DNA 濃縮液を新たなシールチューブに移し、再度、50%（w/v）
塩化セシウム溶液でシールチューブ内を満たし、チューブシーラーでシールした。超遠心機にて、20°C、
85,000 rpm で 4 時間遠心後、得られた DNA バンドを 2.5 mL シリンジを用いて回収した。次に臭化エチ
ジウムを除去するために、水飽和した 1-ブタノールを等量加え攪拌し、有機層を除いた。この操作を 4~5
回繰り返し、完全に臭化エチジウムが除去されたことを確認した。この回収したプラスミド溶液に対し
て、2 倍量のエタノールを加えてプラスミドを沈殿させ、4°C、3,500 rpm、15 分間遠心し、上清を除き、
風乾した。風乾後、適量の滅菌精製水に溶解し、プラスミド溶液とした。 
 
アルカリ溶液-Ⅰ 
 グルコース	 9.0 g 
 0.5 M EDTA 溶液（pH 8.0）	 20 mL 
 1 M トリス-塩酸緩衝液（pH 8.0） 25 mL 
 精製水を用いて 1 L までメスアップ	
 
アルカリ溶液-Ⅱ 
 水酸化ナトリウム	 8.0 g 
 SDS	 10.0 g 
 精製水を用いて 1 L までメスアップ	
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アルカリ溶液-Ⅲ 
 酢酸カリウム	 245.35 g 
 酢酸	 115 mL 
 精製水を用いて 1 L までメスアップ	
 
3. CYP3A4 発現アデノウイルスの作製 
3-1. pENTR-および pAd-CYP3A4 vector の作製 
	 CYP3A4 の cording 領域は、ヒト初代培養肝細胞（lot HEP187170）から作製した cDNA を鋳型として、
CYP3A4 特異的プライマーおよび KOD-Plus-Neo を用いて増幅した。PCR 産物を TOPO reaction により
pENTR/SD/D-TOPO vector に組み込み、クローニングを行った。CYP3A4 の cording 領域を含む TOPO 
vector (pENTR-CYP3A4) を制限酵素 AscⅠおよび NotⅠにて処理し電気泳動法によりインサートの確認
を行った。精製した pENTR-CYP3A4 を LR clonase™ Ⅱ	Enzyme MIX を用いて pAd/CMV/V5-DEST 
Gateway vector に載せ替え、塩化セシウム超遠心法により、精製・濃縮した（pAd-CYP3A4）。pAd-CYP3A4
および pAd/CMV/V5-GW/lacZ control plasmid（pAd-LacZ）を制限酵素 PacⅠにて処理し、直鎖状プラス
ミド溶液にした。続いて、滅菌精製水を用いて全量 500 µL とし、等量のフェノール・クロロホルム溶
液を加え、撹拌し、4°C、13,000 rpm、15 分間遠心した。得られた上清に等量のクロロホルム溶液を加
え、撹拌し、4°C、13,000 rpm、15 分間遠心した。さらにこの上清に 2 倍量の 99.5%エタノールを加え、
再度、4°C、13,000 rpm、15 分間遠心した。得られたプラスミドを 75% エタノールで洗い、風乾後、滅
菌精製水に溶解した。 
 
3-2. KOD-Plus-Neo を用いた PCR 反応 
	 KOD-Plus-Neo を用いて、ヒト初代培養肝細胞 cDNA から CYP3A4 の cording 領域を増幅した。プラ
イマーは Table 6 に示したものを使用し、反応は以下の通りに行った。 
 
Table 6. Primers used for PCR 
Primer Sequence 
CYP3A4 
  sense 5’-CACCATGGCTCTCATCCCAGACTTGGC-3’ 
 antisense 5’-TCAGGCTCCACTTACGGTGCCATC-3’ 
  
 74 
PCR 反応液 
 滅菌精製水 12.2 µL 
 10 × PCR buffer for KOD-Plus-Neo 2 µL 
 2 mM dNTPs 2 µL 
 25 mM 硫酸マグネシウム 1.2 µL 
 センスプライマー（10 µM） 0.6 µL 
 アンチセンスプライマー（10 µM） 0.6 µL 
 テンプレート（ヒト初代培養肝細胞 cDNA） 1 µL 
 KOD-Plus-Neo 0.4 µL 
 全量	20 µL 
 
PCR サイクル条件（2 ステップサイクル） 
 Predenature 94°C、2 min. 
  Denature 98°C、10 sec. 
 Extension 68°C、30 sec./kb  
 
3-3. アガロースゲル電気泳動による PCR 産物の確認 
	 10 mg/mL 臭化エチジウム 5 µL を添加した 1％アガロースゲルを作製し、適量の loading buffer を添加
した DNA 溶液をアプライして電気泳動を行った。泳動終了後、UV 照射により DNA のバンドを確認し
た。電気泳動条件は 100 V、20 分間とした。泳動槽には、TAE buffer を用いた。 
 
50 × TAE buffer 
 トリス	 242 g 
 酢酸	 57.1 mL 
 0.5 M EDTA 溶液（pH 8.0） 100 mL 
 精製水を用いて 1 L までメスアップ	
精製水を用いて 50 倍希釈し、使用した。 
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3-4. pENTR/SD/D-TOPO vector への挿入反応 
	 pENTR/SD/D-TOPO®ベクターへの CYP3A4 cording 領域の挿入は、pENTR/SD/D-TOPO®  kit のプロト
コールに沿って行った。すなわち、PCR 産物 1.0 µL、Salt solution 0.5 µL および TOPO vector 0.5 µL を混
合し、室温で 5 分間放置させた。反応後、それら 2 µL をコンピテントセル溶液 50 µL に加え形質転換を
行った。 
 
3-5. GATEWAY® LR clonase™ Ⅱ Enzyme MIX を用いた LR 反応 
	 LR 反応は、GATEWAY® LR clonase™ Ⅱ	Enzyme MIX のプロトコールに従い行った。すなわち、Entry 
clone（pENTR-CYP3A4）1.0 µL（100 µg/mL）、Destination vector である pAd/CMV/V5-DEST® vector（150 
ng/mL）0.25 µL および TE buffer 0.75 µL を混合し、全量 2.0 µL とする（LR-premix）。LR-premix 2.0 µL
に LR clonase™ Ⅱ Enzyme MIX 0.25 µL を加え、撹拌し、25°C、1 時間反応させる。その後、Proteinase K
を 0.25 µL 加え、37°C、10 分間放置した後、コンピテントセルに形質転換を行った。 
 
3-6. 1 次ウイルスの作製 
	 HEK293 細胞へのトランスフェクションは、F-1 reagent®のプロトコールに準じて行った。すなわち、
pAd-CYP3A4 および pAd-LacZ を制限酵素 PacⅠにて 37°C、4 時間処理して直鎖状プラスミド溶液にし
た（プラスミド 50 µg を滅菌精製水を用いて全量 100 µL にし、PacⅠ0.5 µL、制限酵素 buffer 10 µL を加
えて反応させた）。この直鎖状 pAd-CYP3A4 および pAd-LacZ 溶液 3 µL を DMEM（AB 不含）250 µL と
混合した（pAd-premix）。また、F-1 reagent 6 µL 添加 DMEM（AB 不含）を pAd-premix 250 µL と混合し、
37°C、20 分間、インキュベーションし、DNA complex 溶液を 500 µL 作製した（500 µL/well）。DMEM
（AB 不含）1 mL を HEK293 細胞が播種された 6 well-plate に加え、DNA complex 溶液を滴下し、37°C、
5％ CO2で一晩培養した。翌日、DMEM（completed）2 mL と置換した。トランスフェクションから 48
時間後、トリプシン処理により細胞を剥がし、継代した（6 well-plate の 1well→100 mm dish）。2〜3 日
毎に培地を置換し、トランスフェクションより 1 週間後以降は、培地がオレンジ〜黄色を示さないよう
加えていった。トランスフェクションより 10〜13 日後、CPE が 80％以上に達した後、上清および細胞
を回収し、-80°C と室温における 15 分間放置による凍結融解を 2 回行った。室温、3,500 rpm にて 15 分
間遠心した後、その上清を 1 次ウイルス溶液とした。 
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3-7. 2 次ウイルスの作製 
	 HEK293 細胞が 80〜90％コンフルエントとなった 100 mm dish に、上清除去後、1 次ウイルス溶液 100 
µL 含有した DMEM 2 mL を加えた。以降、15 分ごとに plate を軽く揺すりウイルス液を全ての細胞に行
きわたらせ、90 分間感染を行った。この間細胞は CO2インキュベーターにて培養した。感染 90 分後に
6 mL の培地を加え、CO2インキュベーター内で培養した。2〜3 日後に細胞変性が 80％以上の細胞で認
められた後、細胞および上清を回収し、凍結融解を 2 回行い、室温、3,500 rpm、15 分間遠心し、この上
清を 2 次ウイルス液とし、-80°C に保存した。 
 
3-8. 力価測定 
	 100 mm dish に 70～100％コンフルエントとなった HEK293 細胞を回収し、1.0×105 cells/mL となるよ
う培地で調整した。ウイルス液を培地にて希釈し、106倍希釈ウイルス液を作製した。8 チャネルマルチ
ピペッターを用いて、培地 50 µL を 96-well plate に加えた後、第一列目の well に 106 倍希釈ウイルス液 25 
µL を加えて撹拌した。その後、8 チャネルマルチピペッターを用いて第一列のウイルス溶液 25 µL を 2
列目の well に移し、撹拌した。以下同じ操作を 11 列目まで繰り返し、段階的なウイルス希釈系を作製
した。また、12 列目の細胞は非感染細胞のコントロールとした。その後、予め調製しておいた HEK293
細胞懸濁液を 50 µL/well ずつ加え、37°C、5％ CO2で培養した。12 日後に、well 内の細胞の 50％以上に
変性が見られる点を顕微鏡にて判定し、Karber の式を用いて TCID50 を計算した。 
 
	 Karber の式 
	 	 TCID50 = 10x 
	 	 X = log A – {段階希釈における（変性 well 数／検体数）の総和 – 0.5} × log（希釈率） 
	 	 A = 3.0-1 × 10-6 
 
4. 細胞へのアデノウイルス感染 
4-1. 24-well plate を使用した感染 
	 24-well plate に HepG2 細胞を 1.5 × 105 cells/well で播種し、37°C、5%CO2で 24 時間培養した。その後、
Ad-CYP3A4（1.0 × 108 PFU/mL）を用いて DMEM で各 MOI に調製したウイルス溶液を 1well 当たり 150 
µL 添加し、37°C、5% CO2で 1 時間培養し感染させた。感染後、DMEM を 350 µL 加え、さらに 24 時間
培養し、リアルタイム PCR 法による CYP3A4 mRNA 発現量の測定を行った。 
 
 77 
4-2. 48-well plate を使用した感染 
	 48-well plate に HepG2 細胞を 1.0 × 105 cells/well で播種し、37°C、5%CO2で 24 時間培養した。その後、
Ad-CYP3A4（1.0 × 108 PFU/mL）を用いて DMEM で各 MOI に調製したウイルス溶液を 1well 当たり 100 
µL 添加し、37°C、5% CO2で 1 時間培養し感染させた。感染後、DMEM を 200 µL 加え、さらに 24 時間
培養し、Immunoblot 法によるタンパク質の検出に使用した。 
 
4-3. 96-well plate を使用した感染 
	 96-well plate に HepG2 細胞を 5.0 × 104 cells/well で播種し、37°C、5%CO2で 24 時間培養した。その後、
Ad-CYP3A4（1.0 × 108 PFU/mL）を用いて DMEM で各 MOI に調整したウイルス溶液を 1well 当たり 50 µL
添加し、37°C、5% CO2で 1 時間培養し感染させた。感染後、DMEM を 50 µL 加え、さらに 24 時間培養
し、P450-GloTM assay による活性測定に使用した。 
 
5. 凍結 Ad-CYP3A4 感染 HepG2 細胞（fAd-CYP3A4 細胞）の作製 
	 HepG2 細胞を 3.0 × 106 cells/100 mm dish となるように播種し、24 時間後、Ad-CYP3A4 を 10 MOI で感
染させた。さらに 24 時間後、この細胞を剥離し、細胞凍結保存液バンバンカーで保存した。使用時に
は 37°C の温浴で融解し、60 mm dish に播種し、24 時間後、24-well plate に 1.5 × 105 cells/well（リアルタ
イム PCR 法による mRNA 発現量の測定）、48-well plate に 1.0 × 105 cells/well（Immunoblot 法によるタン
パク質の検出）、96-well plate に 5.0 × 104 cells/well（P450-GloTM assay による活性測定）の細胞密度で播
種し、各実験に使用した。 
 
6. リアルタイム PCR 法による mRNA 発現量の測定 
6-1. Total RNA 抽出 
	 Total RNA の抽出は TRI REAGENTⓇを用い、同社のプロトコールに基づいて行った。すなわち、培地
を除去し、TRI REAGENTⓇ 200 µL を加えて細胞をエッペンドルフチューブに回収し、クロロホルム 50 µL
を加え、4°C、15,000 rpm、15 分間遠心分離を行った。上清 90 µL を回収し、イソプロパノール 150 µL
を加え、4°C、15,000 rpm、15 分間遠心分離により上清を除き、DEPC 処理水で調製した 75%エタノール
200 µL を加え、さらに 4°C、15,000 rpm、10 分間遠心分離を行った。再び上清を除き、風乾後、DEPC
処理水に溶解した。その後、65°C、10 分加温し、吸光度を測定して、RNA 濃度を測定した。 
 
6-2. Reverse-transcriptase（RT）反応 
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	 Total RNA 2.0 µg を含む溶液に 20 µM oligo dT 1.0 µL を加え、70°C、5 分間加熱した。その後、M-MLV 
Reverse Transcriptase 5×reaction buffer 5 µL、10 mM dNTP mixture 1.25 µL、200 U/µL M-MLV reverse 
transcriptase 1.0 µL を添加し、DEPC 水を用いて全量 25 µL に調整した。その後、サーマルサイクラーを
用いて、42°C、60 分反応後、95°C、2 分加熱処理を行った。 
 
6-3. リアルタイム PCR 反応 
	 リアルタイム PCR は SYBRⓇPremix Ex Taq を用いて行った。すなわち、RT 反応後の反応溶液 1 µL を
鋳型とし、各遺伝子配列に特異的なプライマーを含む全量 20 µL の反応系（10 µM センスプライマー 0.4 
µL、10 µM アンチセンスプライマー 0.4 µL、2 × SYBR Premix ExTaq 7.0 µL、滅菌精製水 12.2 µL）を調
製し、Thermal Cycler DiscⓇ TP800 を用いて PCR 反応を行った。PCR は 95°C、10 秒反応後、[95°C、5 秒、
60°C、30 秒]を 1 サイクルとして 40 サイクル実施した。得られた解析結果から、比較 Ct 法により mRNA
発現量の評価を行った。なお、リアルタイム PCR 法に用いたプライマーの配列は、Table 7 に示したも
のを用いた。 
 
Table 7. Primers used for real-time PCR 
Primer Sequence 
CYP3A4 
  sense 5’-CTGTGTTTCCAAGAGAAGTTAC-3’ 
 antisense 5’-TGCATCAATTTCCTCCTGCAG-3’ 
GAPDH 
  sense 5’-CATGGGTGTGAACCATGAGAA-3’ 
 antisense 5’-GGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3’ 
 
7. immunoblot 法によるタンパク質の検出 
7-1. 細胞の回収とタンパク質の検出 
	 48-well plateに播種した細胞を予冷したD-PBS 500 µLで洗浄し、トリプシン 500 µL加え、37°C、5% CO2
で 3 分間培養した。その後、DMEM を 1 mL 添加し、細胞を回収し、1,500 rpm、3 分間遠心分離した後、
D-PBS 1 mL で懸濁し、再度遠心分離した。上清を取り除いた後、CelLyteTM 50 µL にて懸濁し、室温、
12,000 rpm、15 分間遠心分離した後、得られた上清をタンパク質抽出液とした。 
7-2. タンパク質の定量 
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	 タンパク定量は、Bradford 法を用いて行った。回収したタンパク質の希釈液 1.0 µL を 96-well plate に
移し、D-PBS で 5 倍希釈したプロテインアッセイ CBB 溶液を 200 µL 加え、5 分間静置した。その後、
Infinite M1000 PRO を用いて 595 nm における吸光度を測定した。また、2 mg/mL のウシ由来アルブミン
を段階的に D-PBS で希釈した水溶液（0.25 mg/mL、0.5 mg/mL、1.0 mg/mL、2.0 mg/mL、3.0 mg/mL）を
調整し、同様の方法で吸光度を測定したものを検量線とした。 
 
7-3. 試料調製および SDS-PAGE 
	 7-1.で回収したサンプルと 2 × Sample buffer を等量混合し、100°C で 5 分間熱変性処理したものを
SDS-PAGE 用の試料とした。この試料 20 µL を濃縮ゲルに添加し、ゲル一枚当たり 2 mA の定電流で 45
分間の泳動を行った。濃縮および分離ゲルは 10%アクリルアミドを用い、泳動用緩衝液には SDS buffer
を用いた。 
 
2 × Sample buffer 
 10% SDS 6.0 mL 
 60%グリセロール	 10 mL 
 ブロモフェノールブルー	 5.0 mg 
 2 M トリス-塩酸緩衝液 2.0 mL 
 2-メルカプトエタノール 2.0 mL 
以上を混合させたものを使用した。 
 
SDS buffer 
 トリス	 3.0 g 
 グリシン	 14.4 g 
 SDS 1 g 
 超純水を用いて 1 L までメスアップ	
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分離ゲル 
 30%アクリルアミド-0.8%ビスアクリルアミド 3.3 mL 
 1.5 M トリス-塩酸緩衝液（pH 8.8） 2.5 mL 
 10% SDS 100 µL 
 10% TEMED 100 µL 
 滅菌精製水 3.8 mL 
以上を調製した後、30 分間脱気した。その後、10% APS 100 µL を気泡が入らないよう混合し、0.75 mm
厚のガラスプレート中に流し込んだ。 
 
濃縮ゲル 
 30%アクリルアミド-0.8%ビスアクリルアミド 0.8 mL 
 0.25 M トリス-塩酸緩衝液（pH 8.8） 2.5 mL 
 10% SDS 50 µL 
 10% TEMED 50 µL 
 滅菌精製水 1.55 mL 
以上を調製した後、30 分間脱気した。その後、10% APS 50 µL を気泡が入らないよう混合し、0.75 mm
厚のガラスプレート中に流し込んだ。 
 
7-4. 転写およびブロッキング 
	 Immobilon-P Transfer membrane（PVDF 膜）をあらかじめメタノールで 20 秒間振蕩した後 1 × transfer 
buffer で 15 分間振蕩した。また、SDS-PAGE 後のゲルは余分な部分を切り離し、1 × transfer buffer で 15
分間振蕩した。次にこの PVDF 膜とゲルをゲルホルダーカセットで濾紙とスポンジの間にはさみ、1 × 
transfer buffer で満たしたブロッティング装置にセット後、100 V の定電圧で 60 分間転写を行った。続い
て、PVDF 膜を Tris buffered saline with tween 20（TBS-T）で表裏 5 分間ずつ振蕩後、5%スキムミルク-TBS-T
溶液を用いて室温で 1 時間ブロッキングを行った。 
 
10 × Transfer buffer 
 トリス 3.0 g 
 グリシン 14.4 g 
超純水を用いて 1 L までメスアップ 
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1 × Transfer buffer 
 10 × Transfer buffer 80 mL 
 メタノール 200 mL 
超純水を用いて 1 L までメスアップ 
 
Tris buffered saline with tween 20 (TBS-T) 
 トリス 6.06 g 
 塩化ナトリウム 11.68 g 
 Tween 20 500 µL 
以上のものを精製水に溶かし、塩酸を用いて pH7.4 に調整した。次に精製水で全量を 1,000 mL とした。 
 
7-5. 一次抗体反応 
	 TBS-T 5.0 mL に Anti-CYP3A4 antibody を 5.0 µL を混合し、一次抗体液とした。50 mL チューブに PVDF
膜を入れ、一次抗体液を添加して室温で 1 時間、回転混和した。反応終了後は、TBS-T を用いて 5 分間
の洗浄操作を 2 回行った。 
 
7-6. 二次抗体反応 
	 TBS-T 10 mL に Horseradish peroxidase 標識した抗ヤギ IgG 抗体を 1.0 µL 混合し、二次抗体液とした。
50 mL チューブに PVDF 膜を入れ、二次抗体液を添加して室温で 1 時間、回転混和した。反応終了後は、
TBS-T を用いて 5 分間の洗浄操作を 2 回行った。 
 
7-7. 発光反応 
	 発光反応には SuperSignalTM West Pico Chemiluminescent Substrate を用いた。つまり、SuperSignal West 
Pico Luminol/Enhancer Solution および SuperSignal West Pico Stabel Peroxide Solution を 1.0 mL ずつ混合し、
反応液とした。PVDF 膜に反応液を添加し、室温で 1 分間培養した後、発光を ImageQuant LAS4000 で測
定した。 
 
8. P450-GloTM assay による CYP3A4 活性測定 
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8-1. Cell-Based Assay 
	 96-well plate に播種した細胞の培地を除去し、Luciferine-IPA を含む DMEM 50 µL を各 well に加え、1
時間培養した。その後、上清 40 µL を 96 white-well plate へ回収し、Luciferine detection reagent（LDR）40 
µL を各 well に加えた。20 分間室温放置し、その後化学発光を GLOMAX 96 Micro Luminometer で測定
した。 
 
8-2. Biochemical Assay 
	 8 連 PCR チューブに各濃度に調製した被検薬物含有溶液または滅菌精製水を 37.5 µL、4 × control 
reaction mixture を 37.5 µL を加え混合した。これに 16 mM β-NADPH 液 75 µL を加え 1 サンプル当たり全
量 150 µL とし、20 分間 37 °C で反応させた。その後、各 well に LDR 40 µL の入った 96 white-well plate
へ 40 µL ずつ回収し、10 分間室温放置後化学発光を GLOMAX 96 Micro Luminometer で測定した。 
 
4 × control reaction mixture 
	 400 mM リン酸カリウム緩衝液 12.5 µL 
	 3 mM Luciferin-IPA 0.05 µL 
	 2 pmol/uL supersomes  
（Human CYP3A4 + P450 Reductase SUPERSOMESTM） 
0.1 µL 
	 滅菌精製水 25 µL 
全量 37.65 µL 
 
8-3. KCZ およびハイパーフォリンによる CYP3A4 活性阻害評価 
	 Cell-Based Assay は、4-3 および 5 の方法で作製した細胞を用いて、Luciferine-IPA を含む DMEM 50 µL
に KCZ は最濃度が 0.01、0.03、0.1、0.3、1、3、10 µM となるように、ハイパーフォリンは最濃度が 0.1、
0.3、1、3、10、30、100 µM となるように調製し、8-1 の方法で活性を測定した。また、Human CYP3A4 
+ P450 Reductase SUPERSOMESTM（リコンビナント CYP3A4 ミクロソーム）を用いた biochemical Assay
は、Luciferine-IPA を含む滅菌精製水を用いて KCZ は最濃度が 0.01、0.03、0.1、0.3、1、3、10 µM とな
るように、ハイパーフォリンは最濃度が 0.1、0.3、1、3、10、30、100 µM となるように全量 37.5 µL を
調製し、8-2 の方法で活性を測定した。 
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8-4. 健康食品による CYP3A4 活性阻害評価 
8-4-1. 健康食品の成分抽出 
	 健康食品は、カプセル剤は脱カプセルし、ソフトカプセルは、注射針で数ヶ所穴を開け、使用した。
各健康食品の推奨 1 日摂取量に対し、70%エタノール 10 mL を添加し、37°C の水浴で 2 時間加温し、抽
出した。その後、4°C、3,500 rpm、15 分間遠心分離し、その上清を各製品の試料溶液とした。 
 
8-4-2. 健康食品による CYP3A4 活性阻害評価 
	 Cell-Based Assay は、4-3 および 5 の方法で作製した細胞を用いて、Luciferine-IPA を含む DMEM 50 µL
に各健康食品試料溶液を 0.05、0.125、0.5 µL ずつ添加し（培地中の健康食品試料溶液の終濃度は 0.1、
0.25、1%）し、8-1 の方法で活性を測定した。また、リコンビナント CYP3A4 ミクロソームを用いた
biochemical Assay は、Luciferine-IPA を含む滅菌精製水 50 µL に各健康食品試料溶液を 0.05、0.125、0.5 µL
ずつ添加し（培地中の健康食品試料溶液の終濃度は 0.1、0.25、1%）し、8-2 の方法で活性を測定した。 
 
9. 統計学的処理 
	 第一章における統計学的解析結果は、student の t 検定にしたがって計算し、有意差を求めた。 
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第二章関連実験 
 
1. 細胞培養 
	 HepG2 細胞および HEK293 細胞の培養は第一章関連実験 1 と同様に行った。 
 
2. 大腸菌を用いた DNA クローニング 
	 第一章関連実験 2 と同様に行った。 
 
3. CYP2D6 発現アデノウイルスの作製 
	 第一章関連実験 3 と同様の方法で行った。なお、CYP2D6 の cording 領域の増幅には、Table 8 に示す
プライマーを用いた。 
 
Table 8. Primers used for PCR 
Primer Sequence 
CYP2D6 
  sense 5’-CACCATGGGGCTAGAAGCACTGGTGCCCCTGGCCG-3’ 
 antisense 5’-CTAGCGGGGCACAGCACAAAGCTCA-3’ 
 
4. 細胞へのアデノウイルス感染 
	 48-well plate に HepG2 細胞を 1.0 × 105 cells/well で播種し、37°C、5% CO2で 24 時間培養した。その後、
DMEM で希釈した Ad-CYP2D6（1.0 × 108 PFU/mL）を 1 MOI、3 MOI、10 MOI、30 MOI となるように
調製した。次に、48-well plate の培地を除去し、調整したウイルス混合培地を 1well 当たり 100 µL 添加
し、37°C、5% CO2で 1 時間培養し、DMEM を 400µL 加え、さらに 24 時間培養し活性測定に用いた。 
 
5. HPLC による CYP2D6 代謝活性測定 
5-1. 検量線の作製 
	 メタノールにて調製した 20 mM デキストロルファン（DXO）を Opti-MEM I Reduced-serum medium
（Opti-MEM）を用いて 0.01 µM、0.025 µM、0.05 µM、0.1 µM、0.25 µM、0.5 µM、1.0 µM、および 2.5 µM
となるように順次希釈した。この希釈溶液 50 µL に対し、30% HClO4 10 µL を添加後、検量線用試料と
してサンプルカップに移し分析した。  
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5-2. CYP2D6 のデキストロメトルファン O-脱メチル化活性測定 
	 4 の方法でウイルス感染（3 MOI）を行い、24 時間後、ウイルス含有培地を除去し、20 mM デキスト
ロメトルファン（DXM）を Opti-MEM を用いて 20 µM となるように希釈し、100 µL ずつ添加後、37°C、
5% CO2で 3 時間反応させた。反応終了後、各反応液を 50 µL ずつ回収し、30% HClO4 10 µL を添加後、
室温、12,000 rpm、5 分間遠心分離し、除タンパクを行った。この上清を活性測定用試料としてサンプ
ルバイアルに移し分析した。 
 
5-3. DXM 代謝の酵素速度論的解析 
	 4 の方法でウイルス感染（3 MOI）を行い、24 時間後、ウイルス含有培地を除去し、20 mM DXM を
Opti-MEM を用いて 0.5 µM、1.0 µM、2.0 µM、5.0 µM、10 µM、20 µM、40 µM、および 80 µM となるよ
うに順次希釈し、それぞれ 100 µL ずつ添加後、37°C、5% CO2で 3 時間反応させた。反応終了後、5-3
と同様に反応液の回収および除タンパクを行い、酵素速度論的解析用試料としてサンプルバイアルに移
し分析した。 
 
5-4. QND による CYP2D6 活性阻害評価 
	 4 の方法でウイルス感染（3 MOI）を行い、24 時間後、ウイルス含有培地を除去し、20 mM DXM を
Opti-MEMを用いて 40 µMとなるように希釈し、50 µLずつ添加後、QNDをOpti-MEMを用いて 0.01 µM、
0.02 µM、0.05 µM、0.1 µM、0.2 µM、0.5 µM、1.0 µM、2.0 µM、5.0 µM、および 10 µM となるよう順次
希釈した溶液を直ちに 50 µL ずつ加え、37°C、5%CO2で 3 時間反応させた。反応終了後、5-3 と同様に
反応液の回収および除タンパクを行い、CYP2D6 活性阻害評価用試料としてサンプルバイアルに移し分
析した。なお、培地中の DXM の終濃度は 20 µM、QND の終濃度は 0.005 µM、0.01 µM、0.025 µM、0.05 
µM、0.1 µM、0.25 µM、0.5 µM、1.0 µM、2.5 µM、および 5.0 µM となるように調製した。 
 
5-5. 健康食品による CYP2D6 活性阻害評価 
5-5-1. 健康食品の成分抽出 
	 健康食品は、調剤薬局の来局者に対して行ったアンケート調査において、実際に使用が確認された 249
製品のうち、今回入手できた 172 製品を用いた。カプセル剤は脱カプセルし、ソフトカプセルは、注射
針で数ヶ所穴を開け、錠剤は粉砕し、それ以外の剤形はそのまま使用した。各健康食品の推奨 1 日摂取
量に対し、70%エタノール 10 mL を添加し、37°C の水浴で 2 時間加温し、抽出した。その後、4°C、3,500 
rpm、15 分間遠心分離し、その上清を各製品の試料溶液とした。 
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5-5-2. 健康食品試料液の夾雑ピークの確認 
	 5-5-1 で調整した各健康食品試料溶液を Opti-MEM を用いて 0.2%となるように調整した（健康食品抽
出液：0.2 µL、Opti-MEM：99.8 µL）。この希釈溶液 50 µL に対し、30% HClO4 10 µL を添加後、健康食品
試料溶液の夾雑ピーク確認用試料としてサンプルカップに移し分析した。 
 
5-5-3. 健康食品による活性阻害評価 
	 4 の方法でウイルス感染（3 MOI）を行い、24 時間後、ウイルス含有培地を除去し、20 mM DXM を
Opti-MEM を用いて 40 µM となるように希釈し、50 µL ずつ添加後、5-5-1 で調整した各健康食品試料溶
液を Opti-MEM を用いて 0.2%、0.4%、1.0%となるように順次希釈した溶液を直ちに 50 µL ずつ加え、
37°C、5% CO2で 3 時間反応させた。また、CYP2D6 活性阻害のポジティブコントロールとして、QND
を Opti-MEM を用いて 0.4 µM となるように希釈し、同様に添加および反応を行った。反応終了後、5-3
と同様に反応液の回収および除タンパクを行い、健康食品による CYP2D6 活性阻害評価用試料としてサ
ンプルバイアルに移し分析した。なお、培地中の DXM の終濃度は 20 µM、QND の終濃度は 0.2 µM、そ
して健康食品試料溶液は 0.1%、0.2%および 0.5%となるように調整した。 
 
5-6. HPLC 解析 
	 DXM が CYP2D6 により代謝されて生成する DXO を、HPLC を用いて分析した。移動相は、CYP2D6
分析用溶液（20 mM リン酸二水素ナトリウムをリン酸を用いて pH 4.0 に調整し、5 mM となるように 1-
ヘキサンスルホン酸ナトリウムを溶解した）：メタノール（58：42）を用い、流速 1.0 mL/min で分離し、
検出は励起波長 280 nm、測定波長 310 nm の蛍光検出で行った。なお、カラムには、CAPCELLPACK C18 
UG 120 5 µm（4.6 mm i.d. × 250 mm）を用い、カラム温度は 40°C とし、サンプル注入量を 10 µL とした。
クロマトグラフ上のピークは、データ解析ソフトにより得られた面積より算出し、絶対検量線法により
解析した。DXO の保持時間は 8 分であった。 
 
6. LC-MS/MS による CYP2D6 代謝活性測定 
6-1. 前処理法 
	 試料溶液 190 µL に対し、12.5 µM テストステロン（内標準物質）含有酢酸エチル 250 µL を加えて混
和し、室温、2,500 × g、10 分間遠心分離した。得られた上清（酢酸エチル層）200 µL を 60°C のブロッ
クインキュベーター上で蒸発乾固させ、得られた残渣を 0.1%酢酸含有アセトニトリル 1.0 mLで溶解し、
LC-MS/MS 測定用試料とした。 
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6-2. 検量線の作製 
	 5-1 と同様に検量線用試料を調整後、6-1 の前処理法にて抽出等を行い、検量線用試料としてサンプル
カップに移し分析した。 
 
6-3. DXM 代謝の酵素速度論的解析 
	 5-3 と同様に調整および反応を行い、反応後、6-1 の前処理法にて抽出等を行い、酵素速度論的解析用
試料としてサンプルバイアルに移し分析した。 
 
6-4. QND による CYP2D6 活性阻害評価 
	 5-4 と同様に調整および反応を行い、反応後、6-1 の前処理法にて抽出等を行い、CYP2D6 活性阻害評
価用試料としてサンプルバイアルに移し分析した。 
 
6-5. 健康食品による CYP2D6 活性阻害評価 
	 5-5-2 において HPLC を用いた分析により夾雑ピークが認められた健康食品試料溶液を対象に、
CYP2D6 活性阻害評価を行った。5-5-3 と同様に調整および反応を行い、反応後、6-1 の前処理法にて抽
出等を行い、健康食品による CYP2D6 活性阻害評価用試料としてサンプルバイアルに移し分析した。 
 
6-6. LC-MS/MS 解析 
	 LC-MS/MS による分析は、エレクトロスプレーイオン化（ESI）法による、Selected reaction monitoring
（SRM）モードにて行った（Table 9）。分析用カラムは Xterra MS C18（2.1 mm × 100 mm、5 µm）、移動
相は 0.1%酢酸含有するアセトニトリル：超純水（85 : 15）、流速は 200 µL/分、カラム温度は 40°C とし
た。質量分析計の主な設定は、sheath gas pressure：25 psi、auxiliary gas pressure：15 psi、capillary temperature：
350°C、Q1 and Q3 peak widths：0.7 Th、scan time for each analyte：0.2 s とした。ピーク検出およびピーク
面積比は、データ解析ソフト（Finnigan Xcalibur 1.3 software および Finnigan Lcquan software）により算
出し、相対検量線法により解析した。それぞれの保時時間は DXM：1.04 分、DXO：1.00 分、テストス
テロン：1.77 分でいずれも陽イオン検出モードで検出を行った。 
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Table 9. Analytical parameters for metabolites and internal standard (IS) 
  
Collision energy 
(eV) 
Precursor ion 
(m/z) 
Product ion 
(m/z) 
Substrate Dextromethorphan 30 272.30 215.20 
Metabolite Dextrorphan 46 258.10 157.10 
IS Teststerone 32 289.20 192.20 
 
7. 健康食品による CYP3A4 活性阻害評価 
	 第一章関連実験 8-4-2 と同様の方法で行った。つまり、fAd-CYP3A4 細胞を 96-well plate に 1.0 × 105 
cells/well で播種し、37°C、5% CO2で 24 時間培養した。細胞の培地を除去し、Luciferine-IPA を含む DMEM 
50 µL に各健康食品試料溶液を 0.05、0.125、0.5 µL ずつ添加し（培地中の健康食品試料溶液の終濃度は
0.1、0.25、1%）し、1 時間培養した。その後、上清 40 µL を 96 white-well plate へ回収し、Luciferine detection 
reagent（LDR）40 µL を各 well に加えた。20 分間室温放置し、その後化学発光を GLOMAX 96 Micro 
Luminometer で測定した。 
 
8. 統計学的処理 
	 第二章における統計学的解析結果は、student の t 検定にしたがって計算し、有意差を求めた。 
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第三章関連実験 
 
1. 細胞培養 
	 HepG2 細胞および HEK293 細胞の培養は第一章 1 と同様に行った。 
	 ヒト初代培養肝細胞（lot HEP187265）は、thawing medium 30 mL で溶解し、1,500 rpm、5 分間遠心し、
1 mL の seeding medium にて細胞塊を懸濁した。さらに、1 mL の seeding medium を加え、細胞数を計測
し、300 µL/well になるように seeding medium を追加し、8.5 × 105 cells/well で 0.1%ゼラチンコート 48-well 
plate に播種した。その後、6 時間培養した細胞を使用した。 
 
Seeding medium 
 Basal hepatic cell medium 100 mL 
 Additives for hepatocyte seeding medium 12.65 mL 
 
Culture medium 
 Basal hepatic cell medium 100 mL 
 Additives for hepatocyte culture medium 1.6 mL 
 
2. 大腸菌を用いた DNA クローニング 
	 第一章関連実験 2 と同様に行った。 
 
3. CYP 発現アデノウイルスの作製 
	 第一章関連実験 3 と同様の方法で行った。なお、各 CYP の cording 領域は Table 10 に示すプライマー
を用いた。 
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Table 10. Primers used for PCR 
Primer Sequence 
CYP1A2 
  sense 5’-CACCATGGCATTGTCCCAGTCTGTTC-3’ 
 antisense 5’-TCAGTTGATGGAGAAGCGCAGCCG-3’ 
CYP2C9  
 sense 5’-CACCATGGATTCTCTTGTGGTCCTTG-3’ 
 antisense 5’-TCAGACAGGAATGAAGCACAGCTGGTAG-3’ 
CYP2C19  
 sense 5’-CACCATGGATCCTTTTGTGGTCCTTGTG-3’ 
 antisense 5’-TCAGACAGGAATGAAGCACAGCTGA-3’ 
 
 
4. 細胞へのアデノウイルス感染 
4-1.単独アデノウイルス感染 
	 48-well plate に HepG2 細胞を 5.0 × 105 cells/well で播種し、37°C、5% CO2で 48 時間培養した。その後、
Ad-CYP1A2、Ad-CYP2C9、Ad-CYP2C19、Ad-CYP2D6、および Ad-CYP3A4（各 1.0 × 108 PFU/mL）を
用いて DMEM にて各 MOI に調整したウイルス溶液を 1well 当たり 100 µL 添加し、37°C、5% CO2で 1
時間培養し感染させた。感染後、DMEM を 400 µL 加え、さらに 72 時間培養し、LC-MS/MS による P450
代謝測定に使用した。 
 
4-2. P450 細胞作製時のアデノウイルス感染 
	 48-well plate に HepG2 細胞を 5.0 × 105 cells/well で播種し、37°C、5% CO2で 48 時間培養した。その後、
Ad-CYP1A2、Ad-CYP2C9、Ad-CYP2C19、Ad-CYP2D6、および Ad-CYP3A4（各 1.0 × 108 PFU/mL、
Ad-CYP2D6 は 1.0 × 107 PFU/mL）を用いて Table 11 に示した量ウイルス溶液で調整し、1well 当たり 100 
µL 添加し、37°C、5% CO2で 1 時間培養し感染させた。感染後、DMEM を 400 µL 加え、さらに 72 時間
培養し、LC-MS/MS による P450 代謝測定に使用した。 
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Table 11. Condition of amount of Ad-CYP for P450 cells 
 
MOI 
 Ad-CYP1A2（1.0 × 108 PFU/mL） 5 2.5 µL
Ad-CYP2C9（1.0 × 108 PFU/mL） 2 1 µL 
Ad-CYP2C19（1.0 × 108 PFU/mL） 1 0.5 µL 
Ad-CYP2D6（1.0 × 107 PFU/mL） 0.05 0.25 µL 
Ad-CYP3A4（1.0 × 108 PFU/mL） 10 5 µL  
DMEM  全量 100 µL 
 
4-3. CYP2D6 および CYP3A4 活性を変動した個人差 P450 細胞パネルのウイルス感染 
	 48-well plate に HepG2 細胞を 5.0 × 105 cells/well で播種し、37°C、5% CO2で 48 時間培養した。その後、
Ad-CYP1A2、Ad-CYP2C9、および Ad-CYP2C19（各 1.0 × 108 PFU/mL）を用いて調整したウイルス溶液
を 40 µL、Ad-CYP2D6（1.0 × 107 PFU/mL）を 0 MOI、0.05 MOI、0.1 MOI、0.5 MOI になるように調整し
た溶液を 30 µL、さらに Ad-CYP3A4 を 0 MOI、3 MOI、10 MOI、および 20 MOI になるように調整した
溶液を 30 µL ずつ混和し、1well 当たり 100 µL 添加した。37°C、5% CO2で 1 時間培養し感染させた。感
染後、DMEM を 400 µL 加え、さらに 72 時間培養し、LC-MS/MS による P450 代謝測定、タモキシフェ
ン代謝量測定に使用した。 
 
5. LC-MS/MS による P450 代謝測定 
5-1. 前処理方法 
	 サンプル試料 190 µL に 0.1 µM ニトラゼパム（内標準物質）含有酢酸エチル 250 µL を加えて混和し、
室温、2,500 × g、10 分間遠心分離した。得られた上清（酢酸エチル層）200 µL を 60°C のブロックイン
キュベーター上で蒸発乾固させ、得られた残渣を 0.1%酢酸含有アセトニトリル 200 µL で溶解し、
LC-MS/MS 測定用試料とした。 
 
5-2. 検量線の作製 
	 メタノールにて調製した 20 mM アセトアミノフェン（APAP）、10 mM 4-ヒドロキシジクロフェナク
（4-OH DCF）、100 µM 5-ヒドロキシオメプラゾール（5-OH OPZ）、100 µM DXO、1 mM 1-ヒドロキシミ
ダゾラム（1-OH MDZ）を、それぞれ 20 µM、20 µM、0.1 µM、0.1 µM、1 µM、となるように Opti-MEM
に混合した。この混合溶液を Opti-MEM を用いて順次希釈した。5-1 で示した方法で抽出操作を行い、
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検量線用試料としてサンプルバイアルに移し分析した。なお、Opti-MEM 中の APAP、4-OH DCF の終濃
度は 0.125 µM、0.25 µM、0.625 µM、1.25 µM、2.5 µM、5 µM、10 µM、および 20 µM、5-OH OPZ、DXO
の終濃度は 0.000625 µM、0.00125 µM、0.003125 µM、0.00625 µM、0.0125 µM、0.025 µM、0.05 µM、お
よび 0.1 µM、1-OH MDZ の終濃度は 0.00625 µM、0.0125 µM、0.03125 µM、0.0625 µM、0.125 µM、0.25 µM、
0.5 µM、および 1 µM となるように調整した。 
 
5-3. ヒト初代培養肝細胞による CYP 代謝活性測定 
	 1 の方法で細胞を培養し、メタノールで調整した 100 mM フェナセチン（PHN）、25 mM ジクロフェナ
ク（DCF）、10 mM オメプラゾール（OPZ）、10 mM DXM、10 mM ミダゾラム（MDZ）をそれぞれ終濃
度 100 µM、25 µM、10 µM、10 µM、10 µM となるように混合した Opti-MEM を 200 µL ずつ各 well に添
加し、37°C、5% CO2で 24 時間反応させた。反応終了後、190 µL ずつ回収し、5-1 で示した方法で抽出
操作を行い、CYP 代謝活性測定用試料としてサンプルバイアルに移し分析した。 
 
5-4. 単独アデノウイルス感染細胞による CYP 代謝活性測定 
	 4-1 の方法でウイルス感染を行い、72 時間後、ウイルス含有培地を除去し、100 mM PHN、25 mM DCF、
10 mM OPZ、10 mM DXM、10 mM MDZ をそれぞれ終濃度 100 µM、25 µM、10 µM、10 µM、10 µM と
なるように混合した Opti-MEM を 200 µL ずつ各 well に添加し、37°C、5% CO2で 5 時間反応させた。反
応終了後、190 µL ずつ回収し、5-1 で示した方法で抽出操作を行い、CYP 代謝活性測定用試料としてサ
ンプルバイアルに移し分析した。 
 
5-5. P450 細胞における CYP 代謝活性測定 
	 4-2 の方法でウイルス感染を行い、72 時間後、ウイルス含有培地を除去し、100 mM PHN、25 mM DCF、
10 mM OPZ、10 mM DXM、10 mM MDZ をそれぞれ終濃度 100 µM、25 µM、10 µM、10 µM、10 µM と
なるように混合した Opti-MEM を 200 µL ずつ各 well に添加し、37°C、5% CO2で 5 時間反応させた。反
応終了後、190 µL ずつ回収し、5-1 で示した方法で抽出操作を行い、CYP 代謝活性測定用試料としてサ
ンプルバイアルに移し分析した。 
 
5-6. P450 細胞における PHN、DCF、OPZ、DXM、MDZ 代謝の酵素速度論的解析 
	 4-2 の方法でウイルス感染を行い、72 時間後、ウイルス含有培地を除去し、Opti-MEM を用いて 100 mM 
PHN は終濃度 2.5 µM、5 µM、10 µM、25 µM、50 µM、100 µM となるように順次希釈し、25 mM DCF
 93 
は終濃度 0.5 µM、1 µM、2.5 µM、5 µM、10 µM、20 µM となるように順次希釈し、10 mM OPZ、10 mM 
MDZ は終濃度 0.25 µM、0.5 µM、1 µM、2.5 µM、5 µM、10 µM となるように順次希釈し、10 mM DXM
は終濃度 1 µM、2.5 µM、5 µM、10 µM、25 µM、50 µM となるように順次希釈し、200 µL ずつ添加し、
37°C、5% CO2で 5 時間反応させた。反応終了後、190 µL ずつ回収し、5-1 で示した方法で抽出操作を行
い、活性測定用試料としてサンプルバイアルに移し分析した。 
 
5-7. P450 細胞における阻害剤による CYP 活性阻害 
	 4-2 の方法でウイルス感染を行い、72 時間後、ウイルス含有培地を除去し、100 mM PHN、25 mM DCF、
10 mM OPZ、10 mM DXM、10 mM MDZ をそれぞれ終濃度 100 µM、25 µM、10 µM、10 µM、10 µM と
なるように混合した Opti-MEM 200 µL に検討濃度の 200 倍濃度の溶液を DMSO にて調整した各阻害剤
を 1 µL ずつ添加した。つまり、フラフィリンは、10 µM、20 µM、60 µM、100 µM、200 µM、600 µM、
1000 µM、2000 µM、6000 µM、10000 µM と順次希釈し、スルファフェナゾール、QND および KCZ は 2 
µM、6 µM、10 µM、20 µM、60 µM、100 µM、200 µM、600 µM、1000 µM、2000 µM と順次希釈し、チ
クロピジンは 60 µM、100 µM、200 µM、600 µM、1000 µM、2000 µM、6000 µM、10000 µM、20000 µM、
60000 µM と順次希釈し、各 well に 1 µL 添加した。37°C、5% CO2で 5 時間反応させた後、190 µL ずつ
回収し、5-1 で示した方法で抽出操作を行い、活性測定用試料としてサンプルバイアルに移し分析した。
なお、培地中のフラフィリンの終濃度は 0.05 µM、0.1 µM、0.3 µM、0.5 µM、1 µM、3 µM、5 µM、10 µM、
30 µM、および 50 µM、スルファフェナゾール、QND、および KCZ の終濃度は 0.01 µM、0.03 µM、0.05 
µM、0.1 µM、0.3 µM、0.5 µM、1 µM、3 µM、5 µM、10 µM、チクロピジンの終濃度は 0.3 µM、0.5 µM、
1 µM、3 µM、5 µM、10 µM、30 µM、50 µM、100 µM、300 µM となるように調製した。 
 
5-8. 健康食品による CYP 活性阻害評価 
5-8-1. 健康食品の成分抽出 
	 第二章関連実験 5-5-1 と同様に行った。 
 
5-8-2. P450 細胞における健康食品による CYP 活性阻害評価 
	 4-2 の方法でウイルス感染を行い、72 時間後、ウイルス含有培地を除去し、100 mM PHN、25 mM DCF、
10 mM OPZ、10 mM DXM、10 mM MDZ をそれぞれ終濃度 100 µM、25 µM、10 µM、10 µM、10 µM と
なるように混合した Opti-MEM 200 µL に各健康食品試料溶液を 1 µL ずつ加え、各 well に添加し、37°C、
5% CO2 で 5 時間反応させた。反応終了後、190 µL ずつ回収し、5-1 で示した方法で抽出操作を行い、活
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性測定用試料としてサンプルバイアルに移し分析した。なお、培地中の健康食品試料溶液の終濃度は
0.2%となるように調整した。 
 
5-9. LC-MS/MS 解析 
	 LC-MS/MS による分析は、エレクトロスプレーイオン化（ESI）法による、Multiple Reaction Monitoring
（MRM）モードにて行った。MRM 条件は自動最適化にて決定した（Table 12）。分析用カラムは Xterra 
MS C18（2.1 mm × 100 mm、5 µm）、移動相は 0.1%酢酸含有するアセトニトリル：超純水（85 : 15）、流
速は 200 µL/分、カラム温度は 40°C とした。質量分析計の主な設定は、DL 温度：250°C、ヒートブロッ
ク温度：400°C、ネブライザーガス流量：3 L/分、ドライイングガス流量：15 L/分とした。 
 
Table 12. Analytical parameters for individual metabolites and internal standard (IS) 
 Substrate Metabolite 
Collision energy 
(eV) 
Precursor 
ion (m/z) 
Product ion 
(m/z) 
CYP1A2 Phenacetin Acetaminophen 19 151.90 110.05 
CYP2C9 Diclofenac 
4’-Hydroxy 
-diclofenac 
33 311.90 229.95 
CYP2C19 Omeprazole 
5’-Hydroxy 
-omeprazole 
13 361.90 213.95 
CYP2D6 Dextromethorphan Dextrorphan 42 258.00 157.05 
CYP3A4 Midazolam 
1’-Hydroxy 
-midazolam 
23 341.90 324.05 
IS Nitrazepam  25 281.90 236.10 
 
6. LC-MS/MS によるタモキシフェン代謝活性測定 
6-1. 前処理方法 
	 5-1 の方法で行い、LC-MS/MS 測定用試料とした。 
 
6-2. 検量線の作製 
	 1 mM 4-ヒドロキシタモキシフェン、1 mM N-デスメチルタモキシフェン、1 mM エンドキシフェンを、
それぞれ 0.5 µM となるように Opti-MEM に混合した。この混合溶液を Opti-MEM を用いて順次希釈し
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た（0.01 µM、0.025 µM、0.05 µM、0.1 µM、0.25 µM および 0.5 µM）。5-1 で示した方法で抽出操作を行
い、検量線用試料としてサンプルバイアルに移し分析した。 
 
6-3. 個人差 P450 細胞におけるタモキシフェン活性測定 
	 4-3 の方法でウイルス感染を行い、72 時間後、ウイルス含有培地を除去し、10 mM タモキシフェンを
それぞれ 10 µM となるように混合した Opti-MEM を 200 µL ずつ各 well に添加し、37°C、5% CO2で 24
時間反応させた。反応終了後、190 µL ずつ回収し、5-1 で示した方法で抽出操作を行い、活性測定用試
料としてサンプルバイアルに移し分析した。 
 
6-4. LC-MS/MS 解析 
	 LC-MS/MS による分析は、エレクトロスプレーイオン化 (ESI) 法による、Multiple Reaction Monitoring
（MRM）モードにて行った。MRM 条件は自動最適化にて決定（Table 13）し、5-8 に示した方法と同様
の条件で測定した。 
 
Table 13. Analytical parameters for tamoxifen metabolites and internal standard (IS) 
 
Collision energy 
(eV) 
Precursor 
ion (m/z) 
Product ion 
(m/z) 
4-Hydroxytamoxifen 28 388.10 72.10 
N-Desmethyltamoxifen 23 358.10 58.10 
Endoxifen 24 374.10 58.05 
Nitrazepam (IS) 26 282.10 236.05 
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